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« …la rencontre fortuite sur une table de dissection  
d’une machine à coudre et d’un parapluie. » 
Lautréamont 
RESUME 
Les polypes hyperplasiques (PH) constituent les lésions colorectales les plus fréquentes. Ces 
lésions ont pendant longtemps été considérées comme des lésions sans potentiel malin et le suivi 
coloscopique des patients ayant développé des PH n’est pas recommandé. Récemment, plusieurs 
études suggèrent qu’une partie de ces polypes pourrait constituer des précurseurs de certains 
cancers colorectaux sporadiques. Cependant, aucun biomarqueur permettant de détecter les PH à 
risque d’évolution maligne n’a pu être identifié. La progastrine est une prohormone impliquée 
dans la carcinogénèse colique. Dans un premier temps, nous avons étudié l’expression de la 
progastrine dans des PH provenant de 74 patients sans antécédent de pathologie colorectale et 
avons mis en évidence une surexpression de la prohormone dans 40%  des cas. Dans un sous-
échantillon composé de 39 patients  pour lesquels un suivi coloscopique avait été réalisé, 41% des 
patients ayant présenté un PH ont développé des polypes adénomateux métachrones. Nous avons 
pu montrer une association significative entre l’expression de la progastrine et  la survie sans 
néoplasme (p=0.001). En effet, la survie sans néoplasme à 5 ans était de 38% chez les patients 
présentant une forte surexpression de progastrine alors qu’elle était de 100% chez les patients 
avec une faible expression. Par ailleurs, nous avons démontré qu’un test prédictif composite basé 
sur le marquage de la progastrine et l’âge des patients permettraient de prédire la survenue d’un 
événement néoplasique métachrone chez les patients ayant développé un PH avec une sensibilité 
de 100% (Intervalle de confiance à 95% : 79%-100%) et une spécificité de 74% (51%-90%).   
La progastrine peut activer plusieurs voies pro-oncogéniques dans les cancers colorectaux. 
Certaines d'entre elles, en particulier les voies JAK/STAT ou ERK n’ont pas encore été explorées 
dans les polypes hyperplasiques. Afin de mieux caractériser les polypes exprimant la progastrine, 
nous avons, dans un second temps, étudié l’activation de STAT3 et ERK dans un deuxième 
échantillon de 49 polypes hyperplasiques. Le pourcentage de cellules marquées par des anticorps 
spécifiques anti-progastrine, anti-phospho-STAT3 et anti-phospho-ERK étaient en moyenne de 
31% (écart-type : 35), 10% (23) et 34% (30%), respectivement et étaient significativement 
augmentée dans les PH par rapport aux  tissus normaux contrôles pour la progastrine et P-ERK 
(p=0,0008 et 0.0003). De plus, l’augmentation progressive de l’expression de ces deux marqueurs 
entre le tissu normal, les PH, les adénomes de dysplasie légère, modérée et sévère  étaient 
significative (p<0.0001 pour la progastrine et p=0.001 pour P-ERK) et suggèrent une activation de 
ces deux facteurs dans les PH intermédiaire entre le colon normal et les adénomes. Nous avons 
également montré, dans ces lésions, que l’expression de la progastrine était corrélée à celle de P-
ERK (p=0,0184). L’ensemble de ces résultats suggèrent que la progastrine pourrait être associée à 
un sous-type de PH à risque d’évolution maligne et permettre de l’identifier. 
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Figure 1 : Estimation de l’incidence (en milliers d’individus) des cancers et de leur mortalité en 
Europe, en 2008 (Ferlay, Parkin et al. 2010) 
	  
I-­‐Epidémiologie	  du	  Cancer	  colorectal	  
	  
Le cancer colorectal (CCR) constitue le 3ème cancer le plus fréquent chez l’homme et le 
second chez la femme dans le monde en 2008. En termes de mortalité, il représente la 4ème 
cause de décès par cancer (Ferlay, Shin et al. 2010). Cependant, près de 60% des cas sont 
détectés dans les pays développés. Ainsi, en Europe, le cancer colorectal est le cancer le plus 
fréquent et la 2ème cause de mortalité par cancer (Ferlay, Parkin et al. 2010) (figure 1). 
II-­‐Etiologie	  du	  Cancer	  colorectal	  
	  
Le cancer colorectal résulte de l’interaction complexe entre susceptibilité héréditaire et 
facteurs environnementaux (Potter 1999). II-­‐1-­‐Régime	  et	  mode	  de	  vie	  
 
La plus forte incidence du CCR dans les pays occidentaux pourrait s’expliquer en partie 
par le mode de vie sédentaire et l’alimentation occidentale, calorique et riche en graisse 
animale (Potter 1999). Plusieurs études épidémiologiques ont montré une association positive 
avec l’abus d’alcool (Cho, Smith-Warner et al. 2004), le tabagisme (Botteri, Iodice et al. 
2008) et l’obésité (Calle, Rodriguez et al. 2003). En revanche, l’activité physique (Wolin, Yan 
et al. 2009) et la prise d’aspirine au long cours seraient des facteurs protecteurs. L’action 
protectrice de l’aspirine serait expliquée par l’inhibition de COX-2, impliquée dans les 
phénomènes inflammatoires (voir, ci-dessous, le chapitre inflammation chronique) et 
surexprimé dans les cancers colorectaux (Rothwell, Wilson et al. 2010). Les régimes riches en 
fibres ou pauvres en graisse pourraient aussi avoir un rôle protecteur (Potter 1999), bien que 
certaines études d’intervention récentes n’aient pu mettre en évidence une réduction du risque 
de CCR associée à ces régimes (Park, Hunter et al. 2005; Beresford, Johnson et al. 2006). 
 II-­‐2-­‐Inflammation	  chronique	  
	  
Les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin sont associées à un risque accru de 
CCR, en particulier après 8 à 10 ans d’évolution. Parmi elles, la colite ulcéreuse est 
considérée comme un état pré-néoplasique de CCR et la maladie de Crohn présente un risque 
augmenté à la fois de cancer du grêle et du gros intestin (Gillen, Walmsley et al. 1994). 
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II-­‐3-­‐Prédisposition	  génétique	  
	   II-­‐3-­‐1-­‐Syndromes	  héréditaires	  
	  
La	  polypose	  adénomateuse	  familiale	  	  	  
 
La polypose adénomateuse familiale (PAF) est un syndrome autosomique dominant rare, 
causé par une mutation germinale du gène suppresseur de tumeur, APC (adenomatous 
polyposis coli), sur le bras long du chromosome 5q (5q21-22) (Groden, Thliveris et al. 1991). 
Cette mutation conduit à la formation d’une protéine tronquée. La PAF est caractérisée par le 
développement à un âge précoce, entre 10 et 20 ans, de multiples adénomes colorectaux, 
allant de quelques polypes à plusieurs milliers. Ces adénomes non traités évoluent 
naturellement vers des adénocarcinomes avec un âge moyen d’apparition de 40 ans (Jarvinen 
1985). 
Le	  syndrome	  de	  Lynch	  	  
 
Le syndrome de Lynch est un syndrome autosomique dominant. Il se caractérise par une 
histoire familiale ou personnelle de CCR avant 50 ans, mais également de cancer de 
l’endomètre, des voies urinaires, de l’estomac et des voies biliaires (Lynch, Lynch et al. 
2009). Les adénocarcinomes colorectaux présentent une instabilité microsatellitaire, due à une 
mutation germinale dans la famille de gènes impliqués dans le système de réparation des 
mésappariements de l’ADN (Mismatch repair, MMR), principalement hMLH1 et hMSH2 
(Leach, Nicolaides et al. 1993; Papadopoulos, Nicolaides et al. 1994). Le système MMR 
permet de réparer les erreurs d’appariement produites par la DNA polymérase au niveau des 
répétitions nucléotidiques (de 1 à 5 nucléotides) lors de la réplication (Kolodner 1995). La 
perte du système MMR entraine donc une accumulation de petites délétions et insertions qui 
peuvent survenir au niveau de gènes pro-oncogéniques ou suppresseurs de tumeur (Boland 
and Goel 2010). Les cibles du système MMR sont détaillées dans le chapitre « gènes associés 
à l’instabilité microsatellitaire ».  
Le	  syndrome	  de	  Li-­‐Fraumeni	  
 
Il s’agit d’un syndrome autosomique dominant qui se traduit par la présence de multiples 
cancers chez l’enfant et le jeune adulte, avec une prédominance de sarcomes des tissus mous, 
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ostéosarcomes et cancer du sein, ainsi qu’une augmentation de l’incidence des tumeurs 
cérébrales, leucémies et carcinomes adrénocorticaux. Les tumeurs du tractus digestif, 
principalement CCR, représentent environ 10% des tumeurs observées dans les familles Li-
Fraumeni (Nichols, Malkin et al. 2001). L’âge moyen de survenue des CCR est de 33 ans et le  
risque relatif est d’environ 2 par rapport à la population générale (Ruijs, Verhoef et al. 2010). 
Ce syndrome est causé par une mutation germinale sur le gène suppresseur de tumeur TP53 
dans 70% des cas (Li, Fraumeni et al. 1988) 
La	  polypose	  associée	  aux	  mutations	  de	  MUTYH	  (PAM)	  
 
Il s’agit d’un syndrome autosomique récessif caractérisé par la présence d’un nombre 
variable de polypes colorectaux (>10) de phénotypes histologiques différents (principalement 
adénomes classiques mais également festonnés et polypes hyperplasiques), ayant tendance à 
évoluer vers des carcinomes. Ces polypes sont localisés dans tout le colon mais également 
dans l’intestin grêle (Lubbe, Di Bernardo et al. 2009). Ce syndrome est causé par une 
mutation germinale biallélique au niveau du gène MUTYH. La protéine MUTYH est une 
ADN glycosylase du système de réparation par excision de bases (BER, Base Excision 
Repair) qui joue un rôle majeur dans la réparation des lésions oxydatives de l’ADN. (Cleary, 
Cotterchio et al. 2009). Une perte de fonction de MUTYH entraine donc un défaut de 
réparation des lésions oxydatives de l’ADN, et une accumulation de transversions G : C vers 
T : A dans les gènes suppresseurs de tumeurs et oncogènes. Ce type de transversions au 
niveau des sites GAA du gène APC conduisent, notamment, à une sélection du codon stop 
TAA. De même, dans l’étude de Boparai et al, 70% des polypes hyperplasiques (PH) et des 
adénomes festonnés sessiles (sessile serrated adenoma, SSA) des patients avec une polypose 
associée aux mutations de MUTYH présentaient des transversions au niveau du codon 12 de 
KRAS comparés à 17% pour les PH et SSA sporadiques (Boparai, Dekker et al. 2008). Deux 
transversions sont possibles au niveau de ce colon (GGTà TGT ou GTT) et conduisent à 
l’inactivation de l’activité GTPase de Ras.  Le risque associé aux mutations MUTYH et la 
prévalence des porteurs bialléliques sont encore inconnus.    
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rs9929218	  (0.29)	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Tableau 1. Etudes de GWAS publiées au 1er janvier 2009 et loci de susceptibilité au cancer 
colorectal identifiés (Le Marchand 2009) 
 BRCA1	  	  
 
Les mutations germinales du gène BRCA1 situé sur le chromosome 17q sont responsables 
d’une prédisposition héréditaire aux cancers du sein et de l’ovaire. Les familles BRCA1 
présenteraient également un risque significativement augmenté de CCR, avec un risque relatif 
d’environ 4 (Ford, Easton et al. 1994). II-­‐3-­‐2-­‐Les	  polymorphismes	  à	  forte	  pénétrance	  et	  polymorphismes	  nucléotidiques	  
 
Les amines aromatiques hétérocycliques (contenues notamment dans la viande cuite à 
haute température) pourraient constituer des carcinogènes colorectaux. Des polymorphismes 
d’enzymes impliquées dans les voies métaboliques de ces amines, à savoir, la méthylène-
tétra-hydro-folate-réductase (MTHFR), les N-acétyl-transférases (NAT1, NAT2), les 
glutathione-S-transférases, l’aldéhyde déshydrogénase et les enzymes du cytochrome P-450 
(CYP1A2), pourraient donc expliquer les susceptibilités et prédispositions individuelles parmi 
des populations soumises aux mêmes expositions (Rafter and Glinghammar 1998; Houlston 
and Tomlinson 2001).  
De même certains polymorphismes nucléotidiques (single nucleotide polymorphism) à 
faible pénétrance ont été identifiés plus récemment par les études génomiques (Genome Wide 
Association Studies) et restent à être confirmés comme facteurs de prédisposition (Le 
Marchand 2009) (Tableau 1).  
III-­‐Les	  différentes	  tumeurs	  épithéliales	  colorectales:	  la	  classification	  histo-­‐
pathologique	  
	  
La classification de l’OMS distingue plusieurs types histologiques de tumeurs épithéliales  
colorectales (Bosman, F. et al. 2010) : 
      Les lésions prénéoplasiques comprennent: 
      - Les foyers de cryptes aberrantes dysplasiques (Figure 2) et hyperplasiques (Figure 3) 
Les lésions précurseurs incluent 
-Les adénomes tubulaires (Figure 4), villeux (Figure 5), tubulo-villeux (Figure 6) 
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-Les tumeurs festonnées : polypes hyperplasiques, adénomes festonnés sessiles (Figure 5), 
adénomes festonnés traditionnels (Figure 7). 
Les adénocarcinomes (Figure 8)  
 Parmi les adénocarcinomes, plusieurs variants plus rares sont distingués 
   Adénocarcinomes mucineux (Figure 9) 
   Carcinomes à cellules en bague à chaton (Figure 10) 
   Carcinomes médullaires (Figure 11) 
   Carcinomes festonnés (Figure 12) 
 
Le diagnostic et la distinction entre ces tumeurs, au pronostic différent, reposent, dans la 
plupart des cas, uniquement sur des critères histopathologiques. 
	  III	  -­‐1-­‐	  Les	  lésions	  prénéoplasiques:	  les	  foyers	  de	  cryptes	  aberrantes	  
 
Ils constituent les précurseurs morphologiques les plus précoces des néoplasies 
épithéliales. Les foyers de cryptes aberrantes (FCA) sont composés de larges cryptes 
recouvertes d’un épithélium épaissi pauvre en mucine. Il existe 2 principaux types de foyers 
de cryptes aberrantes (Cheng and Lai 2003; Suehiro and Hinoda 2008) . 
 III	  -­‐1-­‐1-­‐Les	  foyers	  de	  crypte	  aberrantes	  dysplasiques	  
 
Les foyers de cryptes aberrantes dysplasiques sont fréquents chez les patients présentant 
une polypose adénomateuse familiale. Chez ces patients, ils sont également caractérisés par 
une hyperprolifération épithéliale de la partie supérieure des cryptes, l’absence de méthylation 
et de mutation KRAS, et la présence de mutations APC. L’hypothèse d’une séquence -foyers 
de cryptes aberrantes dysplasiques / adénomes / carcinomes- a ainsi été proposée pour 
caractériser la voie de carcinogénèse classique des CCR (Nascimbeni, Villanacci et al. 1999). 
Cependant, alors que les foyers de cryptes aberrantes dysplasiques sont très fréquents chez les 
patients atteints de polypose familiale adénomateuse, ils sont plus rares dans les formes 
sporadiques, les foyers de cryptes aberrantes dysplasiques représentant environ 5% des foyers 
de cryptes aberrantes sporadiques (Alrawi, Schiff et al. 2006). Par ailleurs, ces lésions 
dysplasiques sporadiques présentent, moins souvent des mutations APC et plus fréquemment 
des mutations KRAS et une hyperméthylation, comparées aux foyers de cryptes aberrantes 
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dysplasiques des polyposes adénomateuses familiales (Les mutations APC restent, cependant 
plus fréquentes que dans les FCA hyperplasiques). Ces résultats suggèrent que la grande 
majorité des foyers de cryptes aberrantes sporadiques (notamment hyperplasiques et une 
fraction des dysplasiques) n’évolue pas en lésions néoplasiques.   
 
(Takayama, Katsuki et al. 1998) III	  -­‐1-­‐2-­‐Les	  foyers	  de	  cryptes	  aberrantes	  hyperplasiques	  
 
Les foyers de cryptes aberrantes hyperplasiques possèdent certaines caractéristiques 
morphologiques des polypes hyperplasiques et présentent fréquemment des mutations du 
proto-oncogène KRAS. Ils pourraient constituer des précurseurs précoces d’une sous-
population de cancers colorectaux dans laquelle la mutation KRAS précéderait la mutation 
APC (Takayama, Ohi et al. 2001). Par ailleurs, certains FCA hyperplasiques, festonnés, 
présentent plus fréquemment des mutations BRAF et moins souvent des mutations KRAS que 
les  FCA hyperplasiques non festonnés (Rosenberg, Yang et al. 2007). Ils ont également été 
associés à des méthylations des îlots CpG et pourraient donc être des précurseurs des 
carcinomes festonnées à travers une séquence FCA hyperplasique festonnée/adénome 
festonné/adénocarcinome (Chan, Broaddus et al. 2002). 
 
(Takayama, Katsuki et al. 1998) 
Figure 2. Foyer de cryptes aberrantes 
dysplasiques, présentant une perte de 
polarité, un hyperchromatisme des noyaux et 
une stratification nucléaire. Grossissement 
x20. Coloration HE. 
Figure 3. Foyer de cryptes 
aberrantes hyperplasiques, présentant 
une lumière festonnée. Grossissement 
x20. Coloration HE. 
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III-­‐2-­‐Les	  lésions	  précurseurs	  	  III-­‐2-­‐1-­‐Les	  adénomes	  
	  
Ces lésions sont définies par la présence d’une néoplasie intra-épithéliale et sont 
caractérisées par une hypercellularité avec des noyaux volumineux et hyperchromatiques, une 
stratification nucléaire et une perte de polarité. L’inactivation de la voie APC/β-caténine est 
typique (Jen, Powell et al. 1994). Les adénomes sont classiquement considérés comme les 
précurseurs des adénocarcinomes à microsatellite stable.  
 
Les adénomes tubuleux (AT) peuvent être pédiculés ou plats. Au moins 80% des glandes 
sont dysplasiques.	   
	  
 
Les adénomes villeux (AV) sont typiquement sessiles (non pédiculés). Les projections 




Figure 4. Petit adénome tubulaire 
pédiculé du colon, présentant une 
prolifération et désorganisation glan-
dulaire. Les cellules caliciformes sont 
moins nombreuses et les noyaux 
hyperchromatiques. Grossissement x4,  
coloration à l’hématoxyline-éosine (HE). 
(Source: Pathologie-Bilddatenbank)  
	  
Figure 5. Adénome villeux sessile du 
colon, présentant de longues franges 
papillaires avec un axe conjonctif 
recouvert de glandes dysplasiques. 




Les adénomes tubulo-villeux (ATV) présentent une architecture mixte, à la fois 
tubuleuse et villeuse. 
  
  III-­‐2-­‐2-­‐Les	  tumeurs	  festonnées 
	  
	  
Elles font partie d’un groupe hétérogène de tumeurs dont les caractéristiques histo-
morphologiques ont été récemment précisées par Torlakovic (Torlakovic and Snover 1996; 
Torlakovic, Skovlund et al. 2003). 
Les polypes hyperplasiques sont des lésions prénéoplasiques. Ils font l’objet de cette 
thèse et seront détaillés dans le chapitre 2,	  
Les adénomes festonnés sont caractérisés par une architecture en dent de scie (festonnée) 
sur la totalité de la longueur des glandes. Celles-ci sont dysplasiques au niveau de leur partie 
supérieure. On distingue les trois types histologiques décrits ci-dessous: 
Les adénomes festonnées sessiles (SSA, sessile serrated adenoma) : Il s’agit de 
lésions larges généralement supérieures à 5 mm, de localisation proximale qui seraient 
présentes chez près de 9% des patients ayant subi une coloscopie (Bosman, F. et al. 2010).  
Ces lésions sont caractérisées par une élongation et dilatation des glandes avec d’importants 
festons, présents plutôt à la base des glandes qu’en superficie, comme pour les polypes 
hyperplasiques. Les SSA non compliqués ne présentent pas de dysplasie, mais lors de la 
progression carcinomateuse acquièrent des lésions de dysplasie semblables aux adénomes 
classiques. 
Figure 6. Adénome tubulo-villeux du 
colon, présentant une architecture mixte 
avec des embranchements tubulaires (à 
gauche) et des franges villeuses (à droite). 
Grossissement x20. Coloration HE. 




Figure 7. Adénome sessile festonné présentant typiquement (a) des anomalies architecturales avec 
des cryptes en T ou L, (b) (c) des dilatations importantes des cryptes avec un aspect festonné marqué 
présent jusqu’à la base et (d) des cellules dans la partie supérieure des cryptes contenant des noyaux 
larges et désorganisés. Grossissement x20 (a et b) et x40 (c et d). Coloration HE. (Noffsinger 2009)  
 
Les adénomes festonnés traditionnels (TSA, traditional serrated adenoma) : Ce sont 
des lésions rares (<1% de tous les polypes) caractérisées par une architecture villeuse et 
présentant des lésions cytologiques de type dysplasique. Ces anomalies sont à différencier des 




Figure 6. Adénome festonné traditionnel présentant (a) des cryptes festonnées recouvertes de 
cellules cylindriques élargies et nombreuses au cytoplasme très éosinophile avec  (b) parfois une 




III-­‐3-­‐Les	  adénocarcinomes	  colorectaux 
	  
La plupart des adénocarcinomes colorectaux sont d’architecture glandulaire. La taille et la 
configuration des structures glandulaires sont variables et les cellules épithéliales sont souvent 
larges et hautes dans les adénocarcinomes bien et moyennement différenciés. On distingue 
plusieurs variants. Certains sont associés à des caractéristiques moléculaires spécifiques. 
 
Les	  Adénocarcinomes	  mucineux	  
 
Ces tumeurs constituent une variante des adénocarcinomes, dans laquelle plus de 50% de 
la lésion est constituée de mucine extracellulaire. Les nappes de mucines contiennent de 
l’épithélium malin se présentant sous formes de structures glandulaires, de lambeaux ou de 
cellules épithéliales isolées. Ce type histopathologique caractérise de nombreux carcinomes à 
instabilité microsatellitaire forte (microsatellite instable high, MSI-H). 
 





Figure 8. Adénocarcinome moyennement 
différencié du colon, présentant une prolifération 
glandulaire infiltrante.  
Grossissement x4. Coloration HE.  
	  
Figure 9. Adénocarcinome mucineux bien 
différencié (tubulaire),  présentant de larges 
nappes de  mucines. Grossissement x20. 
Coloration HE.  
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Carcinomes	  à	  cellules	  en	  bague	  à	  chaton	  
 
Les carcinomes à cellules en bague à chaton sont définis par la présence de plus de 50% 
de cellules tumorales contenant de la mucine intra-cytoplasmique. Les cellules en bague à 
chaton se caractérisent par une large vacuole de mucine repoussant le noyau en périphérie. 
Certains carcinomes MSI-H sont de ce type. 
 
(Egashira, Yoshida et al. 2004) 
Carcinomes	  médullaires	  
 
Il s’agit d’un variant histopathologique rare caractérisé par des cellules contenant un 
noyau vésiculaire avec un nucléole proéminent et un cytoplasme abondant. L’infiltration 
lymphocytaire intra-épithéliale est importante. Les carcinomes médullaires sont associés de 
manière invariable aux carcinomes MSI-H.  
 




Figure 10. Carcinome à cellules en 
bague à chaton. Grossissement x20. 
Coloration HE.  
 
Figure 11. Carcinome médullaire. 
Les cellules tumorales de grande taille 
s’organisent en  cordons et nids.  





Ces adénocarcinomes sont d’architecture festonnée, similaire à celle des adénomes 
festonnés sessiles. Ils peuvent être à instabilité microsatellitaire forte ou faible (MSI low ou 
MSI-L), BRAF muté et avec hyperméthylation des îlots CpG (segment d’ADN riche en paires 
de bases GC). 
 
Figure 12. Adénocarcinome festonné, présentant (a) des cryptes festonnées et des cellules au 
cytoplasme éosinophile semblables aux adénomes festonnés traditionnels. La nécrose sale (nécrose 
tumorale avec débris de cellules et nucléaires) est typiquement absente. (b) Ces tumeurs sont 
fréquemment mucineuses, les flaques de mucine contenant des amas arrondis ou cordons de cellules 
tumorales. Grossissement x40. Coloration HE. (Noffsinger 2009) 
IV-­‐Les	  	  différentes	  voies	  	  de	  carcinogénèse	  colorectale	  :	  Vers	  une	  classification	  
moléculaire	  
 
Les cancers colorectaux ne constituent donc pas un groupe homogène. Ces différents 
types histologiques traduisent d’une part des étapes successives de la transformation tumorale 
(modèle multi-étape de la carcinogénèse colique) et d’autre part, l’existence de différentes 
voies de carcinogénèse  
	  IV	  -­‐1-­‐Le	  modèle	  multi-­‐étape	  de	  la	  carcinogénèse	  colique	  
	  
Le concept de la progression adénome/carcinome a été proposé dans les années 1970 à la 
suite d’une étude portant sur plus de 1000 échantillons histopathologiques par Morson et al 
(Muto, Bussey et al. 1975). Dans cette étude, les auteurs ont observé la présence de foyers 
malins au sein de larges adénomes et la présence d’adénomes bénins près des carcinomes, 
ainsi qu’une similarité histologique entre ces lésions adjacentes.  
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Figure 13.  Les 3 mécanismes initiateurs décrits dans les cancers colorectaux : l’instabilté 
chromosomique, l’inastabilité microsatellitaire et l’hyperméthymation des îlots CpG. 
 
Les différentes étapes morphologiques de la progression néoplasique colorectale, foyer de 
cryptes aberrantes (FCA), adénomes et carcinomes, ont, par la suite, été mises en parallèle 
avec l’acquisition progressive de mutations à chaque étape de la transformation adénome-
adénocarcinome, chacune d’elles étant associées à un nombre croissant de mutations 
génétiques (Vogelstein, Fearon et al. 1988; Fearon and Vogelstein 1990). 
 
Figure 17. Séquence adénome-carcinome classique. Les mutations APC initient le processus 
néoplasique et la séquence histopathologique de transition adénome-carcinome reflète l’accumulation 
des mutations génétiques (Seules les mutations les plus fréquentes sont indiquées sur ce schéma) .  
 IV	  -­‐2-­‐Une	  classification	  moléculaire	  basée	  sur	  les	  mécanismes	  moléculaires	  permettant	  l’accumulation	  des	  mutations	  génétiques	  
 
Trois mécanismes permettraient d’expliquer l’accumulation de mutations sur les gènes 
contrôlant la prolifération et la mort cellulaire : l’instabilité chromosomique, l’instabilité 
microsatellitaire et l’hyperméthylation de l’ADN (figure 13). Ils sont associés à des types 
histologiques d’adénocarcinomes du colon et à des caractéristiques moléculaires distinctes. 
Bien que certaines voies puissent s’entrecroiser et être communes à plusieurs groupes, les 
cibles moléculaires de ces 3 mécanismes initiateurs sont différentes et expliquent l’existence 
de plusieurs voies de carcinogénèse plus ou moins parallèles (Kruhoffer, Jensen et al. 2005).  
La classification moléculaire des CRC, proposée en 2007 par Jass (Jass 2007), est basée à 
la fois sur le type d’instabilité génétique (chromosomique, CIN ou microsatellitaire MSI) et la 
présence de méthylation des îlots CpG (CIMP). . 
De façon schématique et simplifiée, 5 groupes de CCR peuvent être distingués, en 
fonction du ou des mécanisme(s) initiateur(s)  impliqué(s) : 
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Les groupes 2, 4 et 5 correspondent à des tumeurs avec un mécanisme unique ou 
prédominant, respectivement hyperméthylation, instabilité chromosomique et instabilité 
microsatellitaire. Le groupe 1 comporte des tumeurs à la fois à instabilité microsatellitaire et 
hyperméthylées alors que le groupe 2 est constitué des tumeurs à instabilité chromosomique et 
hyperméthylées (figure 14).  
 
                     
        Figure 14. Représentation graphique de la classification des cancers colorectaux, selon Jass 
(Jass 2007). 
MSI: microsatellite instability 
CIMP: CpG island methylator phenotype 
CIN: chromosomal instability 
 IV	  -­‐2-­‐1-­‐L’instabilité	  chromosomique	  :	  
 
 L’instabilité chromosomique est le mécanisme initiateur caractérisant les cancers 
colorectaux du groupe 4. Ils représentent près de 57 % des cancers colorectaux (Jass 2007). Il 
s’agit d’un des premiers mécanismes décrit pour expliquer l’accumulation des mutations 
génétiques au cours de la séquence adénome-carcinome du modèle multi-étape de Vogelstein 
(Kinzler and Vogelstein 1996) mais également dans d’autres types de cancers (Lengauer, 
Kinzler et al. 1998). Ainsi, la voie de carcinogénèse impliquée est également appelée voie de 
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l’instabilité chromosomique ou voie classique. L’instabilité chromosomique entraine une 
aneuploidie ou des pertes d’hétérozygotie (Lengauer, Kinzler et al. 1998). La plupart des CCR 
présentent une perte de 4 ou 5 allèles. La majorité de ces pertes alléliques portent sur les 
chromosomes 5q (APC), 17p (p53) et 18q (DCC, deleted in colorectal carcinoma) (Gryfe, 
Swallow et al. 1997).  
Les	  mutations	  associées	  à	  l’instabilité	  chromosomique	  
	  
Les cancers colorectaux associés à l’instabilité chromosomique présentent différentes 
délétions ou mutations d’oncogènes ou suppresseurs de tumeur qui sont détaillées ci-dessous. 
L’inactivation	  du	  gène	  APC	  
	  
 L’inactivation du gène APC serait l’événement le plus précoce et initiateur de la 
carcinogenèse dans les tumeurs du groupe 4 (à instabilité chromosomique) (Kinzler and 
Vogelstein 1996). La protéine APC agirait comme un gardien moléculaire contre le 
développement des adénomes et son inactivation conduirait à un déséquilibre entre 
prolifération et mort cellulaire (Morin, Vogelstein et al. 1996). En effet, l’activation de la voie 
APC est impliquée dans de nombreux processus cellulaires, incluant la migration, l’adhésion, 
la prolifération et la stabilité chromosomique. 
Les fonctions suppresseur de tumeur d’APC s’expliquent en partie par son rôle dans la 
régulation de la voie WNT/β-caténine, par différents mécanismes. L’interaction entre β-
caténine et APC dans un complexe comprenant la sérine/thréonine kinase GSK3β et l’axine 
permet de réguler le niveau cytoplasmique de β-caténine. Dans ce complexe, la β-caténine est 
phosphorylée puis ubiquitinylée et dégradée par le protéasome (Rubinfeld, Albert et al. 1996). 
En l’absence de dégradation, la β-caténine se transloque dans le noyau où, après formation 
d’un complexe avec les facteurs de transcription TCF/LEF, elle initie la transcription de 
plusieurs gènes pro-oncogéniques dont c-myc et la cycline D1 (He, Sparks et al. 1998; 
Shtutman, Zhurinsky et al. 1999). La protéine APC peut également favoriser l’exportation 
nucléaire de β-caténine et ainsi empêcher la transcription de ses gènes cibles (Neufeld, Zhang 
et al. 2000). Par ailleurs, il a été montré que le complexe APC/C-terminal binding protein /β-
TrCP (Sierra, Yoshida et al. 2006) peut inhiber la transcription des gènes cibles de la voie 












Figure 15. La voie WNT/β-caténine (Howard, Varallo et al. 2003). 
La protéine APC serait également impliquée dans la régulation de la migration cellulaire par 
différents mécanismes. D’une part, sa partie C-terminale peut interagir avec la proteine de 
liaison au microtubule, EB1 et  ainsi stabiliser les microtubules (Morrison, Wardleworth et al. 
1998). D’autre part, APC peut également activer cdc42, impliquée dans la réorganisation du 
cytosquelette d’actine et la formation de lamellipodes et filopodes (Kawasaki, Senda et al. 
2000). Il a été, de même, montré qu’APC était capable d’interagir avec la protéine de soutien 
IQGAP1, un des effecteurs de cdc42 (Watanabe, Wang et al. 2004).  
La perte d’APC pourrait également induire une instabilité chromosomique (CIN) (Fodde, 
Kuipers et al. 2001). En effet, EB1 est impliqué dans l’orientation des microtubules au cours 
de la mitose. Fodde et al ont montré que des cellules souches ES (embryonic stem) exprimant 
la protéine APC tronquée présentaient une instabilité chromosomique liée à la perte 
d’accumulation de EB1 au niveau du kinétochore des cellules en mitose.  
Les mutations bialléliques du gène APC surviennent à la fois dans les polyposes 
adénomateuses familiales et les cancers colorectaux sporadiques. Environ 95% de ces 
mutations conduisent à la formation d’une protéine APC tronquée et près de 60% des 
mutations somatiques surviennent dans la région MCR (mutation cluster region) du gène 
(Fearnhead, Wilding et al. 2002). Ces mutations confèrent à la protéine tronquée un fort effet 
dominant négatif par absence des domaines nécessaires à la liaison à la β-caténine. Ainsi l’un 
des principaux avantages sélectifs apporté par la protéine APC tronquée réside dans la perte 
de régulation de la β-caténine. Cette hypothèse est confirmée par l’observation de la mutation  
gain de fonction dans l’exon 3 du gène de la β-caténine, CTNNB1, principalement dans les 
CCR sans mutations APC (Sparks, Morin et al. 1998).  
Les dernières données de la littérature (Snover 2011) montrent que 60% des CCR 
sporadiques présentent une activation constitutive de la voie Wnt/ β-caténine, que ce soit par 
des mutations sur le gène APC ou CTNNB1. 
 
Plusieurs modèles animaux transgéniques ont été développés pour confirmer le rôle de 
l’inactivation d’APC dans la carcinogénèse colique. L’un des mieux caractérisés est le modèle 
de souris APC min/+ (Min, multiple intestinal neoplasia). Ces souris présentent une mutation 
d’APC au niveau du codon 850, transformant une leucine (TTG) en codon stop (TAG). La 
délétion homozygote d’APC est létale. En revanche, les souris hétérozygotes développent des 
centaines de polypes adénomateux au niveau de l’intestin grêle. Chez les animaux plus âgés, 
des tumeurs localement invasives ont été détectées, ainsi que de petites zones 
d’adénocarcinomes in situ (Moser, Pitot et al. 1990; Su, Kinzler et al. 1992). Ces lésions 
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présentent un niveau de β-caténine augmenté, à la fois, au niveau du cytoplasme et du noyau. 
Cette surexpression est majeure aux stades précoces (foyers de cryptes aberrantes et petits 
adénomes), les lésions plus avancées (adénomes de grande taille et carcinomes) présentant de 
larges plages sans surexpression (Kongkanuntn, Bubb et al. 1999). Par la suite, d’autres 
modèles de souris transgéniques APC muté, dont APCΔ474, APC Δ716 et APC Δ14 ont été 
développés par mutagénèse dirigée et confirment ce phénotype (Oshima, Oshima et al. 1995; 
Sasai, Masaki et al. 2000). De plus, dans tous les adénomes des souris APC Δ716, une perte 
d’hétérozygotie a été détectée (l’allèle mutant APC restant inchangée). Ces résultats 
confirment la théorie de « second événement » de Knudson (Knudson 1971). 
 
 
Figure 16: Différents modèles de mutation APC et localisations principales des tumeurs induites, 
modifié d’après Phelps et al (Phelps, Broadbent et al. 2009).  Dans les cancers colorectaux humains, 
près de 60% des mutations somatiques surviennent dans la région MCR (mutation cluster region). 
 
En revanche les souris APC 1638, possédant une mutation hétérozygote « chain-
terminating » conduisant à une protéine tronquée au niveau de l’acide aminé 1638, présentent 
à 10 semaines des lésions hyperplasiques polypoïdes coliques. A un âge plus avancé, elles 
développent des adénomes et adénocarcinomes coliques, ainsi que des lésions tumorales de 
l’intestin grêle et de l’estomac(Fodde, Edelmann et al. 1994). De même, les souris APCΔ14/+, 
comportent une délétion de l’exon 14 sur un des allèles d’APC aboutissant la formation d’une 
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protéine tronquée au niveau de l’acide aminé 580. Ces souris développent une polypose 
adénomateuse colique sévère associée à une activation de β-caténine et de ces cibles, cycline 
D1 et c-myc (Colnot, Niwa-Kawakita et al. 2004). Ces différences de phénotypes pourraient 
être dues à des terrains génétiques et des protéines tronquées de tailles différentes (Figure 16).  
 Par ailleurs, les rats Pirc (polyps in the rat colon) contenant une mutation APC au niveau 
de la région MCR (comme pour la majorité des mutations APC retrouvées dans les cancers 
colorectaux humains) développent également des adénomes coliques dans lesquels 
l’activation de β-caténine est retrouvée pour les stades avancées (Amos-Landgraf, Kwong et 
al. 2007). 
Plus récemment, l’utilisation du système de recombinase Cre-Lox a permet de développer 
des modèles d’invalidation conditionnelle, inductible (souris CYP1a-Cre;APCfl/fl (Sansom, 
Reed et al. 2004) ou ciblant plus particulièrement le colon (souris CDX2P-Cre;APC+/2lox14 
(Hinoi, Akyol et al. 2007)). Des modèles murins d’invalidation conditionnelle aléatoire   
permettent également de mieux reproduire les étapes de la carcinogénèse sporadique 
intestinale (Miller, Dudley et al. 2008). 
 
Les	  mutations	  du	  gène	  KRAS	  
	  
Les mutations du gène KRAS seraient également des événements précoces dans la 
progression néoplasique. Elles sont retrouvées dans 10 à 95% des foyers de cryptes aberrantes 
(la mutation KRAS étant plus fréquente dans le type hyperplasique, voir chapitre 
correspondant). Elles sont également présentes dans 0-40% des adénomes, (Alrawi, Schiff et 
al. 2006) et dans 30-50% des carcinomes (Jiang, Kimchi et al. 2009). Les protéines Ras sont 
des petites GTPases, jouant un rôle dans de nombreuses voies de signalisation de récepteurs 
tyrosine kinase (Karnoub and Weinberg 2008). Les mutations de KRAS entrainent souvent 
une activation constitutive de voies de signalisation qui favorisent la croissance, la survie, la 
progression tumorale, la formation de métastases et l’angiogénese (Downward 2003). En 
particulier Ras active la voie Raf/MEK/ERK (Leevers and Marshall 1992) qui conduit à la 
transcription de gènes impliqués dans la prolifération cellulaire. Ras induit également la voie 
Pi3K/AKT, régulant la survie cellulaire et l’apoptose (Khwaja, Rodriguez-Viciana et al. 
1997). 
Plusieurs modèles de souris transgéniques ont été développés pour étudier le rôle de 
KRAS dans la carcinogénèse colique. Cependant, les différences de phénotypes induits très 
variables, en fonction de l’approche et du terrain génétique utilisés  rendent l’interprétation 
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des résultats difficile.  Certains modèles reposent sur la surexpression d’un mutant KRAS 
oncogénique. Kim et al, et Coopersmith et al ont développé des souris dans lesquels  
l’expression de KRASG12V oncogénique était régulée par le promoteur de la fatty acid binding 
protéine (fabp) conduisant à une surpression du mutant au niveau de l’intestin. Dans ces deux 
études, les  souris ne développaient aucune anomalie phénotypique intestinale et aucune 
activation de ERKs n’avait pu être mise en évidence (Kim, Roth et al. 1993; Coopersmith, 
Chandrasekaran et al. 1997). En revanche, lorsque l’oncogène KRASG12V est mis sous la 
dépendance du promoteur de la villine, permettant la surexpression du transgène dans les 
cellules progénitrices intestinales, les souris développaient des tumeurs, allant des foyers de 
cryptes aberrantes à des adénocarcinomes au niveau de l’intestin grêle et du colon (7%). De 
même dans ces souris, la surexpression de KRAS oncogénique était associée à une activation 
des ERKS (Janssen, el-Marjou et al. 2002).  
Dans les cancers colorectaux, le gène KRAS est muté mais non surexprimé. Ainsi, des 
souris dans lesquelles l’allèle mutant KRAS est régulé par le promoteur endogène de KRAS 
ont été développées en utilisant des approches Cre-Lox. Dans ces systèmes, l’expression de 
l’oncogène KRAS est sous le contrôle d’une cassette transcriptionnelle STOP floxée. L’allèle 
mutant reste transcriptionnellement silencieux tant que la cassette STOP n’est pas excisée par 
la recombinase Cre. Dans les études de Sansom et al, et de Guerra et al, l’expression du 
mutant KRASG12V n’entraînait aucune lésion au niveau de l’intestin murin ni activation de 
ERKs (Guerra, Mijimolle et al. 2003; Sansom, Meniel et al. 2006). Cependant, après 
l’inactivation d’APC, dans des souris (APC+/Fl,KRAS+/G12V), l’activation de KRAS conduit à 
l’accélération de la formation d’adénomes et augmentent l’invasion des cellules tumorales de 
manière ERK dépendante. Ces résultats suggèrent que la mutation de KRASG12V seule, 
lorsqu’elle est exprimée au niveau des entérocytes postmitotiques, est insuffisante pour  
induire la transformation maligne des cellules coliques (Sansom, Meniel et al. 2006). 
En revanche, les souris exprimant le mutant conditionnel KRASG12D dans le colon, 
développent une hyperplasie ainsi que des lésions dysplasiques coliques associées à une 
activation de ERKs (Tuveson, Shaw et al. 2004; Haigis, Kendall et al. 2008). Cette différence 
phénotypique pourrait être due à des propriétés moléculaires différentes entre les mutants 
KRASG12D et KRASG12V et des terrains génétiques différents des souris utilisées. 
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Les	  mutations	  du	  gène	  de	  p53	  
	  
Le gène p53, localisé sur le chromosome 17p, code pour une DNA binding 
phosphoprotéine qui assure une fonction suppresseur de tumeur en inhibant le passage en 
phase G1 du cycle cellulaire en cas de dommage de l’ADN ou en induisant la mort cellulaire 
par apoptose. 
Les mutations inactivantes de p53 apparaîtraient plus tardivement au cours de la séquence 
néoplasique colorectale, au stade d’adénome de haut grade et marqueraient la transition entre 
adénome et carcinome. Elles sont présentes dans plus de 50% des CCR (Rodrigues, Rowan et 
al. 1990). 
Plusieurs modèles de souris d’invalidation biallélique pour le gène p53 ont été développés. 
Les souris p53-/- sont viables et présentent une prédisposition principalement à des 
lymphomes, et sarcomes. En revanche, ces souris ne présentent pas de lésions coliques ni de 
prédisposition à des cancers colorectaux (Donehower, Harvey et al. 1992; Jacks, Remington 
et al. 1994; Clarke, Cummings et al. 1995). De même, les souris (APC +/min, p53-/-) présentent 
le même phénotype que les souris APC +/min au niveau intestinal. Ces résultats suggèrent que 
p53 n’est pas impliqué dans le développement initial des tumeurs coliques mais plus 
tardivement au cours de la carcinogénèse, les effets de l’inactivation du gène p53 sur les 
cellules épithéliales coliques nécessitant la coopération d’autres voies pro-oncogéniques 
(Clarke, Cummings et al. 1995; Kongkanuntn, Bubb et al. 1999). 
Autres	  mutations	  
	  
D’autres mutations peuvent survenir, de façon plus inconstante, au cours de l’évolution 
tumorale. Elles concernent des gènes codant pour des protéines impliquées dans le contrôle du 
cycle cellulaire (p21, p27), l’apoptose (Bcl-2) ou la réplication des télomères (Gryfe, Swallow 
et al. 1997) . 
 IV	  -­‐2-­‐2-­‐L’instabilité	  microsatellitaire	  	  
 
Un deuxième type d’instabilité a été décrit, initialement dans les tumeurs des patients 
atteints du syndrome de Lynch mais également, dans les tumeurs festonnées sporadiques 
(Gryfe, Swallow et al. 1997). Ces tumeurs présentent une inactivation biallélique d’un des 
gènes de réparation des mésappariements, généralement MLH1, et sont associées à une 
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instabilité microsatellitaire (MSI) et à un taux de mutation augmenté (Markowitz 2000), 
notamment sur certains gènes suppresseurs de tumeurs comportant des séquences répétitives 
sur les parties codantes (Jass 2007).  
On distingue deux niveaux d’instabilités microsatellitaires : 
L’instabilité forte, MSI high (MSI-H), définie par la présence de plus de 30% de 
mutations dans un panel de marqueurs microsatellitaires, par consensus international en 1997 
(Boland and Goel 2010). L’instabilité microsatellitaire élevée, MSI-H caractérise les tumeurs 
du syndrome de Lynch (groupe 5) et 15-20% des tumeurs sporadiques, à savoir, 
principalement les adénocarcinomes sporadiques du colon droit  du groupe 1. 
L’instabilité faible, MSI low (MSI-L), définie par la présence d’au moins un marqueur 
mais moins de 30% de marqueurs mutés. Bien que controversé, ce phénotype a été associé 
non pas à une méthylation du promoteur de MLH1, ni aux autres gènes du système de 
réparation des mésappariements, mais au gène de réparation de l’ADN, MGMT (O-6-
MethylGuanine-DNA- Methyltransferase). La perte d’expression de MGMT se traduit par une 
accumulation des mésappariements G méthylé :T et un excès de stress sur le système de 
réparation des mésappariements, conduisant à un phénotype MSI-L (Whitehall, Walsh et al. 
2001). Celui-ci semblerait associé aux tumeurs festonnées traditionnelles. 
Les deux formes d’instabilité, chromosomique et microsatellitaire, sont mutuellement 
exclusives. Ainsi, les CCR avec instabilité chromosomique sont microsatellites stables (MSS, 
microsatellite stable) et, inversement, les CCR microsatellites instables ne présentent pas 
d’instabilité chromosomique. 
 
Les	  mutations	  associées	  à	  l’instabilité	  microsatellitaire	  
 
Les cibles de l’instabilité microsatellitaire sont constituées principalement de gènes 
possédant des répétitions mononucléotidiques d’au moins 7 adénines (Chang, Metzgar et al. 
2001), ces séquences étant particulièrement sensibles à la perte du système de réparation des 
appariements. Les différents gènes cibles de l’instabilité microsatellitaire sont détaillés ci-
dessous. 
Le	  récepteur	  au	  transforming	  growth	  factor	  β	  (TGFβ)	  de	  type	  2	  
	  
La voie de signalisation induite par le TGFβ aboutit à une inhibition de la prolifération 
épithéliale colique. Le récepteur au TGFβ de type 2 (TGFβR2) est exprimé dans les tumeurs 
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microsatellite stables mais ne semble pas être exprimé dans les tumeurs MSI (Markowitz, 
Wang et al. 1995). Le gène du TGFβR2 possède 2 séquences microsatellites, dont l’une 
comporte 10 adénines consécutives. Des délétions dans ces séquences entraînent l’expression  
de mutants non actifs. Ces derniers ont été retrouvés principalement dans les lignées 
cellulaires MSI. Markowitz et al ont également montré que ces lignées ne répondaient pas au 
TGFβ.  De plus, des mutations de TGFβR2 ont été détectées dans 90% des carcinomes MSI. 
 
Les	  autres	  cibles	  de	  l’instabilité	  microsatellitaire	  
	  
D’autres gènes cibles de l’instabilité microsatellitaire ont été identifiés. Ces gènes codent 
pour des protéines régulant la prolifération (GRB1, TCF-4, Insulin like growth factor 2), le 
cycle cellulaire et l’apoptose (BAX, caspase-5, PTEN, FAS) et la réparation de l’ADN 
(CHK1, MLH3, MSH6, MSH3) (Duval and Hamelin 2002). Cependant, contrairement au 
TGFβR2, une traduction fonctionnelle de ces mutations n’a pas été démontrée et aucune 
mutation biallélique n’a été documentée dans les tumeurs MSI. 
 
La	  voie	  APC/β-­‐caténine	  
	  
Les tumeurs MSI se caractérisent par des lésions moléculaires distinctes de celle des 
tumeurs classiques microsatellites stables. Cependant, les voies activées dans les 
adénocarcinomes microsatellites stables peuvent également être induites dans les 
adénocarcinomes MSI, à travers d’autres protéines impliquées dans ces voies de signalisation. 
Les tumeurs colorectales MSI ont généralement une expression normale d’APC. 
Cependant des mutations de β-caténine se traduisant par une protéine incapable d’interagir 
avec la protéine APC ont été retrouvées dans les tumeurs MSI. De plus certaines tumeurs MSI 
non mutées pour APC et β-caténine, présentent des mutations de TCF4, un effecteur de cette 
voie (Boland and Goel 2010).  
 
Différence	  moléculaire	  entre	  tumeurs	  	  à	  instabilité	  microsatellitaire	  sporadiques	  
et	  familiales	  
	  
Pendant longtemps, les cancers colorectaux MSI ont été décrits comme les équivalents 
sporadiques des cancers du syndrome de Lynch. La caractérisation moléculaire de ces 
tumeurs a remis en cause cette hypothèse. Les tumeurs sporadiques MSI-H sont associées à  
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une méthylation importante de l’ADN (phénotype CIMP) et à des mutations de BRAF alors 
que les cancers colorectaux du syndrome de Lynch sont CIMP négatifs et présentent plutôt 
des mutations de KRAS. De plus, dans les tumeurs MSI du syndrome de Lynch, les  
mutations sur les gènes APC, KRAS et TP53 sont fréquemment retrouvées. Elles sont plus 
rares dans les tumeurs sporadiques MSI  (Jass 2007). Contrairement aux cancers du syndrome 
de Lynch, le mécanisme initiateur des tumeurs MSI sporadiques semble donc plutôt être 
l’hyperméthylation de l’ADN, l’instabilité microsatellitaire survenant à un stade plus tardif 









IV	  -­‐2-­‐3-­‐l’Hyperméthylation	  des	  îlots	  CpG,	  CIMP	  (CpG	  island	  methylator	  phenotype) 
	  
L’hyperméthylation de l’ADN a été associée à une méthylation des îlots CpG (CpG island 
methylator phenotype, CIMP). Près de 50% des régions promotrices des gènes humains 
contiennent des régions riches en dinucléotides cytosine et guanine, appelées les îlots CpG. La 
méthylation des résidus cytosine des îlots CpG induit des modifications structurales des 
chromosomes. Ces modifications épigénétiques peuvent inhiber l’expression de certains gènes 
suppresseurs de tumeurs comme celle du gène MLH1 (Issa, Shen et al. 2005). Les tumeurs 
CIMP sont hétérogènes. On distingue, en fonction du niveau de méthylation, des tumeurs à 
forte méthylation (CIMP-high) et des tumeurs à faible méthylation (CIMP-L). La différence 
entre ces deux phénotypes ne se résume pas à une différence quantitative. En effet, les cancers 
colorectaux CIMP-H sont fréquemment associés à des mutations BRAF et présentent une 
méthylation de nombreux marqueurs. Ce phénotype semble donc traduire une augmentation 
globale de la méthylation de l’ADN (Shen, Toyota et al. 2007). En revanche, les cancers 
CIMP-low sont très souvent KRAS mutés et le plus faible nombre de gènes méthylés 
suggèrent un phénomène épigénétique localisé.  
	  
Les	  mutations	  associées	  à	  l’hyperméthylation	  	  
	  
Ces méthylations concerneraient en particulier des gènes suppresseurs de tumeurs 
impliqués dans l’arrêt du cycle cellulaire comme CDKN2A et/ou p14 pour les tumeurs 
associées aux mutations KRAS (Nagasaka, Sasamoto et al. 2004).  Les tumeurs  BRAF 
mutées seraient quant à elles associées à une méthylation de gènes pro-apoptotiques comme 
RASSF1, RASSF2, RASSF5 et MST1 (Minoo, Baker et al. 2006).  
Comme nous l’avons décrit plus haut, MLH1 est également une cible de méthylation dans 
les cancers conduisant à une forte instabilité microsatellitaire (CIMP-H, MSI-H groupe 1). En 
revanche, la méthylation de MGMT aboutirait à la formation de tumeurs à faible instabilité 
microsatellitaire (MSI-L). Ces cancers colorectaux sont associés à une hyperméthylation 
faible (groupe 3 : cancers CIMP-L et MSI-L) ou forte (groupe 2 : cancers CIMP-H et MSI-L) 
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V-­‐	  Corrélation	  entre	  les	  différents	  types	  histologiques	  d’adénocarcinomes	  et	  les	  
mécanismes	  moléculaires	  initiateurs	   
 
On peut distinguer 5 voies de carcinogénèse associées à des types histologiques 











groupe	  1	   groupe	  2	   groupe	  3	   groupe	  4	   groupe	  5	  
Statut	  MSI	   MSI-­‐H	   MSS	  ou	  MSI-­‐L	   MSS	  ou	  MSI-­‐L	   MSS	   MSI-­‐H	  
Statut	  CIMP	   CIMP-­‐H	   CIMP-­‐H	   CIMP-­‐L	   Négatif	   Négatif	  
Instabilité	  	  	  	  	  	  	  
chromosomique	   Absente	   Absente	   Présente	   Présente	   Absente	  
APC	   +/-­‐	   +/-­‐	   +	   +++	   ++	  
KRAS	   -­‐	   +	   +++	   ++	   ++	  
BRAF	   +++	   ++	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
Statut	  MLH1	   Méthylation	   Méthylation	  partielle	   Normal	   Normal	   Mutation	  
méthylation	  MGMT	   +/-­‐	   +++	   +++	   -­‐	   -­‐	  
Localisation	   Proximale	   Proximale	   Distale	   Distale	   Proximale	  
Précurseur	   SSA	   SSA	   TSA/Adénome	   Adénome	   Adénome	  
 
Tableau 2: Classification moléculaire des cancers colorectaux basée sur leur mécanisme 
initiateur : hyperméthylation de l’ADN, instabilité microsatellitaire et chromosomique (d’après Jass 
(Jass 2007)). La fréquence des différentes mutations est codée de – (pas de mutation) à +++ (mutations 
très fréquentes).  
 
 
Cependant, la corrélation histo-moléculaire n’est pas parfaite et certains adénocarcinomes 
histologiquement semblables peuvent présenter des mécanismes moléculaires initiateurs 





Figure 18. Les différentes voies de carcinogénèse colorectale. Les flèches en pointillées correspondent 
aux étapes controversées. GCHP : Polype hyperplasique à cellules caliciformes ; MVHP : polype 
hyperplasique à cellules microvésiculaires ; TV : tubulo-villeux ; SSA : adénomes festonnés sessiles; TSA : 
adénomes festonnés traditionnels. 
	  V-­‐1-­‐La	  voie	  classique	   
 
Schématiquement les cancers colorectaux du groupe 4 correspondent aux tumeurs de la 
voie classique APC mutée. Ces tumeurs se caractérisent par  une instabilité chromosomique. 
Elles ne présentent pas d’instabilité microsatellitaire ni d’hyperméthylation. Il s’agit des 
adénocarcinomes les plus fréquents. Leurs précurseurs sont les adénomes classiques 
(tubuleux, tubulo-villeux et villeux).  
	  V-­‐2-­‐Les	  voies	  des	  tumeurs	  festonnées	  
	  
 Les adénocarcinomes festonnés se répartissent dans les groupes 1, 2 et 3. Ils se 
caractérisent par la présence d’une hyperméthylation de l’ADN, associée ou non à une 
instabilité microsatellitaire. On distingue 3 voies : 
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V-­‐2-­‐1-­‐La	  voie	  des	  tumeurs	  	  festonnées	  sessiles	  associées	  à	  une	  hyperméthylation	  forte	  de	  l’ADN	  et	  	  une	  instabilité	  microsatellitaire	  forte	  :	  groupe	  1 
	  
Les cancers colorectaux de cette voie représenteraient 12% des cancers colorectaux. Ils 
sont plus fréquemment de localisation proximale, d’architecture festonnée et retrouvés chez 
les patients âgés. 
Le profil associant hyperméthylation forte et instabilité microsatellitaire (CIMP-H et MSI-
H) observé dans ce type de cancers sporadiques a également été décrit dans les adénomes 
sessiles festonnées du colon proximal (Jass 2007). Cette observation a, ainsi, conduit à 
l’hypothèse d’une voie dans laquelle les adénomes festonnés sessiles constitueraient les 
lésions précédant des carcinomes festonnés MSI-H et CIMP-H. Dans cette voie, la 
méthylation de l’ADN serait un des événements initiateurs comparable à la mutation APC de 
la voie adénome-carcinome classique et expliquerait la perte du système de réparation des 
mésappariement dans les cancers colorectaux sporadiques à instabilité microsatellitaire forte  
(figure). Par ailleurs, cette séquence carcinogénique est également caractérisée par des 
mutations BRAF fréquentes et précoces (Leggett and Whitehall 2010). V-­‐2-­‐2-­‐La	  voie	  des	  tumeurs	  	  festonnées	  sessiles	  associées	  à	  une	  hyperméthylation	  forte	  de	  l’ADN	  et	  microsatellite	  stable	  (ou	  à	  faible	  instabilité	  microsatellitaire)	  :	  groupe	  2	  
 
L’hyperméthylation ne s’accompagne pas d’instabilité microsatellitaire forte dans plus de 
50% des cas. Ces cancers colorectaux hyperméthylés et à microsatellites stables (ou à faible 
instabilité microsatellitaire) ne présentent pas de méthylation de MLH1 (Toyota, Ahuja et al. 
1999). Certains auteurs suggèrent qu’une partie des adénomes festonnés sessiles pourrait, être 
à l’origine de ces carcinomes CIMP-H et MSS/MSI-L (Makinen 2007). Les mécanismes de 
cette progression restent encore inconnus. Les cancers du groupe 2 représenteraient 8% des 
cancers colorectaux. 
V-­‐2-­‐3-­‐La	  voie	  des	  tumeurs	  	  festonnées	  traditionnelles	  associée	  à	  une	  hyperméthylation	  
faible	  de	  l’ADN	  et	  une	  instabilité	  microsatellitaire	  faible	  ou	  à	  microsatellites	  stables	  :	  
groupe	  3	  
	  
Ce groupe représente 20 % des cancers colorectaux. Ces carcinomes associent une faible 
hyperméthylation à une instabilité microsatellitaire faible ou absente. Ils pourraient prendre 
leur origine dans les adénomes sessiles traditionnels (TSA). En effet, les adénomes sessiles 
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traditionnels ne sont pas associés à la méthylation de MLH1, ni aux carcinomes CIMP-
H/MSI. De plus, au moins 25% d’entre eux présentent une mutation K-ras et non BRAF 
(O'Brien, Yang et al. 2006). Ils présenteraient, en revanche, une  méthylation du promoteur de 
MGMT (Snover 2011). En effet, la perte d’expression de MGMT serait associée à des 
mutations KRAS et une instabilité chromosomique, par lésions chromosomiques lors des  
tentatives de réparation des mésappariements G méthylé : T (Nagasaka, Sasamoto et al. 
2004).  V-­‐3-­‐Le	  syndrome	  de	  Lynch	  :	  groupe	  5	  
 
Les cancers colorectaux de ce groupe constituent 3% des carcinomes colorectaux. Les 
adénomes classiques constituent leur précurseur. Ce groupe partage des caractéristiques 
communes avec le groupe 1 (carcinomes festonnés sporadiques à instabilité microsatellitaire 
forte et hyperméthylation forte) et 4 (adénocarcinomes classiques, microsatellite stable). 
VI	  -­‐Les	  polypes	  hyperplasiques	  
 
Au cours de ce travail de thèse, nous nous sommes intéressés plus particulièrement, à ces 
lésions dont  les caractéristiques moléculaires et le potentiel néoplasique sont  encore 
incomplètement élucidés et controversés. En effet, la distinction récente entre polypes 
hyperplasiques et adénomes festonnés sessiles (dont le potentiel néoplasique est maintenant 
admis) rend l’interprétation des données de la littérature difficile. 
 VI	  -­‐1-­‐Epidémiologie	  et	  facteurs	  de	  risque	  des	  polypes	  hyperplasiques	  
	  
D’après plusieurs études prospectives, reposant sur de grandes cohortes de patients 
asymptomatiques de plus de 50 ans, la prévalence des polypes hyperplasiques (PH) dans les 
populations occidentales serait de l’ordre de 10% (Imperiale, Wagner et al. 2000; Lieberman, 
Prindiville et al. 2003). 
Les facteurs de risque environnementaux des polypes hyperplasiques sont similaires à 
ceux du cancer colorectal, à savoir, l’abus d’alcool, l’obésité et le tabagisme (Martinez, 
McPherson et al. 1997; Morimoto, Newcomb et al. 2002). Les polypes hyperplasiques 
apparaissent à un âge plus précoce en comparaison aux adénomes. Dans une série autopsique 
européenne, 23% des patients entre 20 et 54 ans présentaient des PH mais seul 11% d’entre 
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eux avaient des adénomes (Clark, Collan et al. 1985). Par ailleurs, contrairement, aux 
adénomes colorectaux, l’âge ne serait pas ou peu associé à la présence de polype 
hyperplasique (Clark, Collan et al. 1985; DiSario, Foutch et al. 1991; Morimoto, Newcomb et 
al. 2002). 
 VI	  -­‐2-­‐Caractéristiques	  histologiques	  et	  sous-­‐types	  de	  polypes	  hyperplasiques 
	  
D’un point de vue histologique, les polypes hyperplasiques appartiennent aux groupes des 
tumeurs festonnées et présentent certaines des caractéristiques morphologiques de ce groupe,  
en particulier une architecture glandulaire en dent de scie. Ce sont typiquement des lésions 
sessiles de 1 à 5mm et rarement >1cm. Les festons n’occupent que la première moitié des 
cryptes. Par ailleurs, l’activité proliférative est essentiellement localisée en fond de crypte et 
contrairement aux adénomes, n’intéresse pas sa partie supérieure ni la surface épithéliale 
(Torlakovic, Gomez et al. 2008). 
 
 Les polypes hyperplasiques forment un groupe hétérogène de lésions. Ainsi, la dernière 
classification de l’OMS (Bosman, F. et al. 2010) distingue 3 de types polypes hyperplasiques 
en fonction du contenu des cellules à mucine (Figure 19): 
-Les polypes hyperplasiques riches en cellules caliciformes (GCHP ou globlet cell-rich 
hyperplastic polyps). Les cellules caliciformes sont prédominantes et les festons sont peu 
marqués. Ce type de polypes est retrouvé majoritairement au niveau du colon distal (70% des 
cas dans l’étude d’O’Brien (O'Brien, Yang et al. 2006)). 
-Les polypes hyperplasiques microvésiculaires (MVHP ou microvesicular hyperplastic 
polyps), caractérisés par des cellules épithéliales contenant des microvacuoles de mucines et 
des festons proéminents. Bien que localisées principalement au niveau du colon distal ces 
lésions sont également retrouvées dans le colon proximal avec une fréquence plus élevée 
(45% des cas (O'Brien, Yang et al. 2006)) par rapport aux PH riches en cellules caliciformes 
-Les polypes hyperplasiques pauvres en mucine (MPHP, mucin poor hyperplastic 
polyps), sont des lésions rares et mal caractérisées. 
Bien que cette classification n’ait pour l’instant que peu d’application et d’intérêt clinique, 
en raison de la difficulté à distinguer les différents sous-types en pratique courante, ces trois 






Figure 19.  Polypes hyperplasiques. (a) Les glandes ne sont festonnées  que sur la moitié 
superficielle et leur fond présente un aspect normal non dilaté. (b) Dans les polypes hyperplasiques 
microvésiculaires, le cytoplasme des cellules bordant les glandes contiennent des microvésicules. 
Quelques cellules caliciformes  sont  dispersées le long des glandes. (c) Le revêtement glandulaire des 
polypes hyperplasiques à cellules caliciformes est composé de  nombreuses cellules caliciformes sans 
cellule microvésiculaire. Grossissement x20. Coloration HE. (Noffsinger 2009) 
 VI	  -­‐3-­‐Caractéristiques	  moléculaires	  des	  polypes	  hyperplasiques	  
	  
Le profil moléculaire des HP est lié à la fois à leur type histologique et à leur localisation  
dans le colon. (O'Brien, Yang et al. 2004).  
Méthylation	  	  dans	  les	  îlots	  CpG	  (CIMP)	  
	  
La méthylation dans les îlots CpG des régions promotrices de gènes impliqués dans la 
carcinogénèse colorectale constitue une des plus fréquentes altérations génétiques survenant 
dans les polypes hyperplasiques. Près de 64% des polypes hyperplasiques présenteraient ce 
phénotype. Parmi eux, 65% serait CIMP-High (ce qui correspond à 42% des PH) (O'Brien, 
Yang et al. 2004). Par ailleurs, le phénotype CIMP-H serait 5 fois plus fréquent dans les PH 
microvésiculaires comparé aux PH riches en cellules caliciformes et associé à une localisation 
proximale. Les gènes méthylés dans les polypes hyperplasiques par ordre de fréquence sont 
MINT2, hMLH1, MINT1, p16 et MGMT (O'Brien, Yang et al. 2006). Les méthylations de 
hMLH1 sembleraient par ailleurs être associées à des polypes hyperplasiques de localisation 
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Bien que les méthylations de MLH1 et MGMT puissent survenir dès le stade PH, elles 
sont partielles et la perte d’expression de ces marqueurs n’a pas été retrouvée dans les PH. Le 
statut MSI semble donc être associé aux lésions plus avancées (O'Brien, Yang et al. 2004; 




Les gènes KRAS et BRAF codent pour des protéines impliquées dans la voie 
RAS/RAF/MEK/ERK. Dans le colon, les mutations sur ces gènes sont mutuellement 
exclusives (Chan, Zhao et al. 2003; Lee, Choi et al. 2005) et la plupart des polypes 
hyperplasiques possèdent l’une ou l’autre de ces mutations, avec selon les études entre 36%-
61% de mutations BRAF et 18%-22% de mutation KRAS (Chan, Zhao et al. 2003; O'Brien, 
Yang et al. 2006). Certains auteurs suggèrent que l’activation de cette voie pourrait constituer 
l’un des mécanismes impliqués dans le développement des lésions hyperplasiques (Huang, 
O'Brien M et al. 2004). Par ailleurs, le statut KRAS/BRAF des polypes hyperplasiques 
dépend de leur type histologique et de leur localisation. Ainsi, les polypes hyperplasiques à 
cellules caliciformes semblent être associés aux mutations KRAS alors que les polypes 
hyperplasiques microvésiculaires seraient plutôt BRAF muté. De même, les polypes 
hyperplasiques avec mutations KRAS sont plutôt de localisation distale (O'Brien, Yang et al. 
2004). L’ensemble de ces résultats supporte l’hypothèse de l’existence de deux voies 




La voie Wnt/β-caténine ne semble pas être activée dans les polypes hyperplasiques (Fogt, 
Brien et al. 2002; Wu, Montgomery et al. 2008; Fu, Li et al. 2009). Les polypes 
hyperplasiques montrent un marquage membranaire de β-caténine, à l’exception de quelques 
cellules en fond de crypte dont le marquage nucléaire correspond à l’augmentation commune 
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et déjà décrite du signal Wnt en fond de crypte (Clevers 2006). De même, les polypes 
hyperplasiques ne semblent pas présenter de mutation d’APC ni CTNNB1.  
	  VI	  -­‐4-­‐Syndromes	  associés	  à	  la	  présence	  de	  multiples	  PH	  
 
La	  Polypose	  associée	  à	  la	  mutation	  MUTYH	  (PAM)	  
	  
Les patients présentant une polypose associée à la mutation MUTYH développent un 
syndrome qui ressemble à une polypose adénomateuse familiale mais atténuée, avec 
généralement un âge plus tardif et un nombre inférieur d’adénomes. Par ailleurs, 
contrairement aux polyposes adénomateuses familiales, les polyposes associées à la mutation 
MUTYH se caractérisent également par la présence de polypes hyperplasiques. Ainsi, Boparai 
et al ont retrouvé sur une série de 17 patients avec PAM, la présence de multiples polypes 
hyperplasiques chez 47% d’entre eux (Boparai, Dekker et al. 2008). Aucune mutation APC 
n’a été retrouvée après analyse de ces polypes hyperplasiques mais 70% d’entre eux étaient 
mutés pour KRAS. Parmi ces mutations, 94% présentaient une transversion G : CàT : A. au 
niveau du codon 12 de KRAS (GGTà TGT ou GTT), conduisant à l’activation constitutive.   
 
La	  polypose	  festonnée 
	  
La polypose festonnée (anciennement polypose hyperplasique) est un syndrome encore 
mal connu dont la définition repose sur des critères cliniques empiriques, en l’absence 
d’étiologie génétique identifiée. Quelques cas de polypose festonnée familiale ont été décrits 
et les parents au premier degré des patients atteints de ce syndrome sembleraient présenter un 
risque augmenté de CCR (Boparai, Reitsma et al. 2010). Les critères diagnostiques proposés 
par l’OMS incluent : la présence d’au moins 5 polypes festonnés à proximité du sigmoïde 
avec au moins 2 polypes de plus de 10mm ; la présence de polypes festonnés à proximité du 
sigmoïde, quel que soit leur nombre chez un patient avec un antécédent familial au premier 
degré de polypose festonnée; ou plus de 20 polypes festonnés quelle que soit leur taille mais 
distribués sur l’ensemble du colon. La polypose festonnée semblerait être associée à un risque 
augmenté de CCR (Hyman, Anderson et al. 2004; Boparai, Mathus-Vliegen et al. 2010). 
Ainsi, dans une étude multicentrique portant sur 77 patients présentant ce syndrome, les 
auteurs ont pu montrer une association significative entre la survenue de CCR et le nombre de 
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PH, (Boparai, Mathus-Vliegen et al. 2010). Dans cette étude, ¾ des CCR détectés chez ces 
patients avaient pour origine un polype hyperplasique et ¼ un adénome festonné sessile. Le 
profil moléculaire (en particulier présence de méthylation de l’ADN et fréquence des 
mutations BRAF ou KRAS) des adénocarcinomes développés chez les patients avec une 
polypose festonnée suggèrent la prédominance des voies des tumeurs festonnées dans ce 
syndrome. Ces résultats semblent également confirmer le rôle d’une partie des polypes 
hyperplasiques, en tant que lésions précurseurs. 
	  VI	  -­‐5-­‐Place	  des	  polypes	  hyperplasiques	  dans	  la	  carcinogénèse	  colique	  
	  
Le potentiel malin des polypes hyperplasiques a longtemps été méconnu, mais les récentes 
études de caractérisation moléculaire ont apporté des arguments en faveur du caractère 
néoplasique de ces lésions, en mettant en évidence la présence d’altérations génétiques pro-
oncogénétiques dans ces lésions (voir paragraphe ci-dessus). De plus, l’analyse de polypes 
mixtes dans l’étude de Iino (Iino, Jass et al. 1999) a mis en évidence une relation clonale entre 
les deux composantes épithéliales, hyperplasique et adénomateuse de ces polypes. Ces 
résultats suggèrent que les polypes mixtes ne seraient pas dus à une fusion de lésions  
hyperplasiques et adénomateuses mais surtout appuient l’hypothèse d’un continuum entre PH 
et adénomes.  
Cependant, c’est depuis l’émergence de voies alternatives à la voie classique de 
carcinogénèse proposée par Vogelstein (Vogelstein, Fearon et al. 1988), que le rôle de 
certains sous-types de PH en tant que précurseurs néoplasiques est évoqué, en particulier, 
dans les voies des tumeurs festonnées (Snover 2011). Certains auteurs ont ainsi suggéré que 
les PH pouvaient constituer des « sanctuaires néoplasiques » dans lesquels l’accumulation de 
mutations et d’altérations génétiques n’activeraient pas les mécanismes normaux d’apoptose 
et de mort cellulaire (Jass, Whitehall et al. 2002).  
Cependant, comme nous l’avons décrit plus haut, les PH sont des lésions hétérogènes d’un 
point de vue histologique et moléculaire. Les différentes études moléculaires identifieraient au 
moins deux types de PH impliqués dans des voies parallèles des tumeurs festonnées, la voie 
des tumeurs festonnées sessiles et la voie des tumeurs festonnées traditionnelles (figure 23). 
En effet, les PH de type microvésiculaire, de grande taille et de localisation proximale, 
seraient associés à des méthylation dans les îlots CpG (phénotype CIMP-high) et à des 
mutations BRAF. Ces PH pourraient être des précurseurs des adénomes festonnés sessiles et 
conduire à des cancers colorectaux de la voie des tumeurs festonnées sessiles (figure 23). Les 
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polypes hyperplasiques à cellules caliciformes, de localisation distale seraient, eux, plus 
souvent CIMP-Low et associés à des mutations KRAS. Ces polypes hyperplasiques 
pourraient précéder les adénomes festonnés traditionnels et conduire à des cancers 
colorectaux de la voie des tumeurs festonnées traditionnelles.  
Cependant, ces hypothèses basées sur la caractérisation moléculaire des polypes 
hyperplasiques sont à confronter à la prévalence des PH dans la population générale. Si l’on 
compare cette prévalence à celle des adénomes ou carcinomes, seule une partie des PH 
semblerait pouvoir progresser vers des tumeurs malignes. L’identification des polypes 
hyperplasiques à risque d’évolution maligne est donc essentielle, aussi bien pour mieux 
comprendre l’évolution naturelle des cancers colorectaux que pour permettre une prise en 
charge adaptée et optimale des patients. 
 VI	  -­‐6-­‐	  Valeur	  pronostic	  des	  PH	  
 
Association	  entre	  polypes	  hyperplasiques	  et	  présence	  des	  lésions	  synchrones	  
 
Plusieurs études ont recherché l’association entre la présence de polypes hyperplasiques 
distaux et celle d’adénomes proximaux mais leurs résultats sont contradictoires. L’étude de 
Imperiale et al montre que des patients ayant de PH distaux ont un risque augmenté 
d’adénomes proximaux synchrones. Dans 4% des cas, la présence de PH distaux était associée 
à un adénome de plus de 1 cm ou à un cancer colique proximal (Imperiale, Wagner et al. 
2000). Au contraire dans l’étude de Lieberman et al, aucune association n’a été mise en 
évidence. Il est à noter, toutefois que cette dernière étude avait inclus 96,8% d’hommes. Ces 
conclusions ne sont donc pas généralisables à l’ensemble de la population (Lieberman, Weiss 
et al. 2000). Une méta-analyse portant sur 13 études publiées avant 2001 semble, cependant, 
confirmer ce résultat. Le risque de lésions néoplasiques proximales chez des patients 
présentant des PH distaux n'était pas augmenté. (Lewis, Ng et al. 2003) 
 
Association	  entre	  polypes	  hyperplasiques	  et	  apparition	  de	  lésions	  métachrones	  
 
De même, l’association entre PH et la survenue ultérieure de lésions néoplasiques 
(métachrones) est controversée. 
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Dans l’étude de Croizet et al (Croizet, Moreau et al. 1997), sur un suivi moyen de 58 
mois, le risque ultérieur d’adénomes était multiplié par 2,4 chez des patients porteurs de PH, 
ne présentant pas d'autres facteurs de risque personnel ou familial de cancer colorectal, 
comparé aux patients sans PH. De même, Huang et al ont montré que la présence de PH était 
un facteur prédictif d'adénome après un suivi médian de 4,3 ans. (Huang, Whelan et al. 2001). 
En revanche, l’étude prospective de Rex et al réalisée sur 5 ans chez 158 patients à risque 
moyen de CCR (c’est à dire semblable à celui de la population générale) dont 27 étaient 
initialement porteurs de PH n’a pu mettre en évidence d’association entre PH et survenue 




En l’absence d’élément de preuve suffisant concernant le potentiel malin des PH et de 
marqueurs prédictifs d’évolution, la surveillance coloscopique (Aust and Baretton 2010) n’est 
pas indiquée dans la plupart des polypes hyperplasiques. Ainsi, la surveillance des polypes 
hyperplasiques rectosigmoïdiens de petite taille n’est pas recommandée par la haute autorité 
de santé (HAS 2004), ni par l’American Cancer Society (Winawer, Zauber et al. 2006), qui 
recommande de considérer la coloscopie des patients ne présentant que de petits polypes 
hyperplasiques colorectaux comme normale. En France, une coloscopie totale à 5 ans est 
proposée seulement pour les PH de grande taille (≥1 cm) ou multiples (n > 5) et de siège 
colique ou siégeant sur le colon proximal dans un contexte d’antécédent familial de polypose 
hyperplasique. 
Dans ces cas, lorsque la coloscopie à 5 ans est normale, une surveillance 10 ans plus tard 
est recommandée, en l’absence d’antécédents familiaux de polypose hyperplasique.  
Cette proposition sur accord professionnel repose sur le risque démontré des SSA et la 




Pour les polyposes hyperplasiques, une coloscopie tous les 1 ou 2 ans, en l’absence de 
contre-indication et de co-morbidités significatives, est proposée par certains auteurs (East, 
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Saunders et al. 2008; Leggett and Whitehall 2010). Elle permettra l’exérèse des polypes de 
plus de 5 mm. De même, une surveillance coloscopique est recommandée chez les parents au 
premier degré dès 10 ans avant l’âge du cas index.  
 
En conclusion, l’évolution des lésions précurseurs en carcinomes entraînant 
inévitablement leur disparition « histologique », les étapes précoces de l’histoire naturelle des 
cancers colorectaux sont encore mal connues et malgré les découvertes moléculaires récentes, 
la place des polypes hyperplasiques dans la carcinogénèse encore controversée. Ainsi, seule la 
caractérisation moléculaire des PH associés à une progression maligne permettra de placer les 
PH dans un contexte clinique et une prise en charge appropriés.  
La grande majorité des PH n’évolue pas en adénomes. Proposer une surveillance 
coloscopique à tous les patients porteurs de PH exposerait la plupart d’entre eux aux 
complications de cet examen. Dans l’étude de Lieberman et al, dans laquelle 3196 patients 
avaient été inclus, 0,3% ont été sujets à des complications graves pendant la coloscopie ou en 
post-examen immédiat, malgré la bonne expérience endoscopique des médecins participant. 
Ces complications correspondaient à des hémorragies gastrointestinales nécessitant une 
hospitalisation, un infarctus du myocarde, un accident vasculaire cérébral, une gangrène de 
Fournier et une thrombophlébite (Lieberman, Weiss et al. 2000). En raison de ces 
complications rares mais sévères, la balance bénéfice/risque d’une surveillance coloscopique 
doit être prise en compte. Afin de proposer aux seules populations à risque de développer une 
tumeur maligne, l’identification de marqueurs prédictifs est donc essentielle dans cette 
démarche. 
 
Dans ce travail de thèse, nous nous sommes attachés à caractériser les lésions 
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L’évolution maligne de certains polypes hyperplasiques pourrait être liée à l’activation 
de certaines voies pro-oncogéniques, et ce, de façon très précoce. Ainsi, l’identification de  
leurs effecteurs permettrait, d’une part de mieux appréhender l’évolution naturelle de ces 
lésions et d’autre part, de distinguer un sous type de polypes hyperplasiques dans lesquels le 
processus de carcinogenèse est probablement plus avancé et dont le potentiel malin nécessite 
une prise en charge adaptée. Dans ce premier travail, nous nous sommes intéressés tout 
particulièrement à l’expression d’une prohormone, la progastrine, reconnue comme un facteur 
de croissance impliqué dès les stades précoces de la carcinogénèse colique.  
 
La	  progastrine	  
	  I-­‐Synthèse	  et	  sécrétion	  de	  la	  progastrine	  dans	  les	  conditions	  physiologiques	  	  
 
La gastrine, hormone impliquée dans la régulation de l’acidité gastrique, est synthétisée 
par les cellules endocrines de l’antre gastrique sous la forme d’une préprohormone (la 
préprogastrine) de 101 acides aminés. La préprogastrine subit, entre le réticulum 
endoplasmique et l’appareil de Golgi un clivage d’un peptide signal de 21 acides aminés situé 
en N-terminal aboutissant à la formation de la progastrine. Au cours du processus de 
maturation, la prohormone subit  plusieurs clivages par des endoprotéases, appartenant à la 
famille des prohormone convertases (Figure 27). Elle donne, ainsi, naissance à des 
précurseurs non amidés qui possèdent une extension glycine carboxy-terminale : la G34-gly et 
la G17-gly. Ces derniers servent de substrats à la « Peptidyl-glycine α-Amidating 
Monooxygenase » (PAM) qui permet la formation d’hormone mature amidée sur la partie N-
terminale (Rehfeld 1998) . 
En conditions physiologiques, les formes gastrines amidées G34-NH2 et G17-NH2 
constituent les principales formes sécrétées par les cellules endocrines de l’estomac. Les 
formes précurseurs, dont la progastrine sont retrouvées en très faible concentration dans le 
plasma chez l’homme et les rongeurs (Rehfeld 1998). 
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En dehors de l’estomac, les formes matures amidées de la gastrine sont également 
sécrétées par les cellules neuroendocrines du duodénum, le pancréas fœtal/néonatal et le 
cerveau. En revanche, les formes précurseurs non amidées (gastrine glycine-étendue et 
progastrine) sont produites par les cellules pituitaires mais également en très faible 
concentration dans le colon, le poumon et le tractus génital (Rehfeld 1998).  
 
En raison de la synthèse négligeable de progastrine par les cellules normales, la 
progastrine ne semble pas impliquée dans les fonctions biologiques physiologiques. 
 II-­‐	  Synthèse	  et	  sécrétion	  de	  la	  progastrine	  dans	  les	  tumeurs	  colorectales	  
 
L’expression du gène de la progastrine est fréquemment augmentée dans le cancer 
colorectal. Plusieurs voies de signalisation ont été impliquées. En particulier, les mutations 
fréquentes du gène APC dans les cancers colorectaux à microsatellites stables entraînent une 
activation de la voie WNT/β-caténine/TCF-4. Le gène de la gastrine dont le promoteur 
possède plusieurs éléments de réponse à β-caténine/TCF-4 (Koh, Bulitta et al. 2000), 
constitue une cible de cette voie et l’activation constitutive de ce complexe entraine la 
surexpression du gène de la progastrine. 
 La voie KRAS/BRAF/MEK/ERK est également fréquemment activée dans les CCR par 
mutation soit sur le gène KRAS soit sur le gène BRAF. Nakata et al (Nakata, Wang et al. 
1998) ont montré que l’activation du proto-oncogène RAS pouvait induire l’expression du 
gène de la progastrine. Par ailleurs, la régulation du promoteur de la progastrine impliquerait 
une coopération synergique entre les oncogènes K-RAS et β-caténine (Chakladar, 
Dubeykovskiy et al. 2005). 
De même, des modèles de lignées cellulaires cancéreuses coliques contrôlées par une 
boucle autocrine TGF-α/EGF ont permis de mettre en évidence une régulation de la 
transcription du gène de la progastrine à travers l’activation d’un élément de réponse à EGF 
présent sur son promoteur (Howell, Ziober et al. 1995; Chupreta, Du et al. 2000; Watson, 
Robinson et al. 2000).  
En raison d’un défaut de maturation dans les cellules cancéreuses coliques, l’expression 
du gène de la progastrine aboutit majoritairement à la synthèse protéique et la sécrétion de 
formes non maturées de la gastrine, en particulier de progastrine Ainsi, la progastrine a été 
retrouvée en forte concentration dans les tumeurs cancéreuses coliques, dès le stade 
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adénomateux. Dans ces lésions, elle représente, la principale forme de peptides gastriniques 
produites (Nemeth, Taylor et al. 1993; Van Solinge, Nielsen et al. 1993; Singh, Xu et al. 
1994; Smith and Watson 2000). La progastrine est également présente en concentration élevée 
dans le sang des patients présentant un cancer colorectal (Siddheshwar, Gray et al. 2001), 
alors que dans les conditions physiologiques, seules les formes matures amidées de gastrine 
sont présentes dans la circulation. 
 III-­‐	  La	  progastrine,	  un	  facteur	  de	  croissance	  des	  cellules	  épithéliales	  coliques	  
	  
Plusieurs études ont montré un effet prolifératif direct de la progastrine sur des lignées de 
cellules épithéliales coliques (Baldwin, Hollande et al. 2001; Brown, Yallampalli et al. 2003; 
Singh, Lu et al. 2003). De plus, l’inhibition de la production endogène de progastrine dans des 
lignées cancéreuses coliques en utilisant des petits ARN interférants (siRNA) ou des ARN 
antisens ont montré une inhibition in vitro de la prolifération (Singh, Owlia et al. 1996; 
Grabowska, Hughes et al. 2007; Bertrand, Kowalski-Chauvel et al. 2010) et une diminution 
de la tumorigénicité de ces cellules après xénogreffe sur des souris immunodéficientes 
(Pannequin, Delaunay et al. 2007). Par ailleurs, Ferrand et al ont montré dans des échantillons 
d’adénocarcinomes colorectaux humains et une sous population de cellules cancéreuses 
humaines, présentant des caractères de cellules progénitrices cancéreuses, une coexpression 
de progastrine et des marqueurs de cellules souches coliques, CD44, LGR5 et en particulier 
CD133. De plus, l’inhibition de l’expression du gène de la progastrine par un ARN antisens 
dans ces cellules, entraînait la perte d’expression de CD133. Cette diminution était associée à 
la perte de leur capacité à induire des tumeurs après xénogreffes sur des souris 
immunodeficientes et des modifications morphologiques cellulaires, pouvant refléter un 
changement dans leur état de différenciation (Ferrand, Sandrin et al. 2009).   
Cet effet prolifératif de la progastrine au niveau colique a été confirmé in vivo sur les 
souris transgéniques, qui expriment un transgène préprogastrine humain au niveau du foie. La 
maturation de la gastrine étant incomplète dans les hépatocytes, ces souris ont un taux 
circulant élevé de progastrine alors que le taux de gastrine est normal. La muqueuse colique 
de ces souris est hyperplasique et présente un index de prolifération augmenté comparé à la 
muqueuse des souris sauvages contrôles (Wang, Koh et al. 1996). De plus, elles présentent un 
taux plus élevé de mitoses épithéliales coliques après lésion de l’ADN par irradiation gamma 
(Ottewell, Watson et al. 2003) et un risque accru de développer des lésions prénéoplasiques et 
des adénocarcinomes coliques, après traitement par un carcinogène (Singh, Velasco et al. 
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2000). Des résultats similaires ont été retrouvés dans un autre modèle de souris transgénique 
surexprimant la progastrine sous le promoteur de la FABP murine (fatty acid binding protein)  
au niveau des cellules épithéliales coliques (Cobb, Wood et al. 2004). L’effet prolifératif et 
co-carcinogène de la progastrine a été, de même, confirmé dans des souris surexprimant la 
progastrine humaine croisées avec des souris invalidées pour la gastrine murine (Ottewell, 
Varro et al. 2005). Dans cette étude, les auteurs ont également montré que chez les souris 
invalidées pour le gène de la gastrine, l‘administration de progastrine exogène avait un effet 
prolifératif sur l’épithélium colique après irradiation gamma. Par ailleurs, les souris APCΔ14/+, 
présentant une mutation APC prédisposant au développement de tumeurs coliques 
surexpriment également la progastrine. Après inhibition de l’expression de la progastrine 
endogène dans ces souris par un siARN, Pannequin et al ont démontré une diminution de la 
taille des tumeurs pré-existantes (Pannequin, Delaunay et al. 2007). 
 IV-­‐	  Effets	  anti-­‐apoptotiques	  de	  la	  progastrine	  sur	  les	  cellules	  épithéliales	  coliques	  
	  
La progastrine possède également un rôle anti-apoptotique sur les cellules épithéliales 
coliques. En effet, elle diminue la fragmentation de l’ADN des cellules en réponse à la 
camptothécine, un inhibiteur de la topoisomérase-1 aux propriétés pro-apoptotiques par 
inhibition des caspases 9 et 3 (Wu, Owlia et al. 2003). In vivo, dans les souris surexprimant la 
progastrine, après traitement par l’azoxyméthane, un carcinogène colique, l’index apoptotique 
est diminué ainsi que l’activation de la caspase 3 (Umar, Sarkar et al. 2008). 
 V-­‐	  	  Effet	  de	  la	  progastrine	  sur	  l’adhésion	  et	  la	  migration	  des	  cellules	  épithéliales	  coliques	  
	  
La progastrine pourrait être impliquée dans la régulation de la dissociation des jonctions 
serrées (ZO-1, occludine) et adhérentes (β-caténine, E-cadhérine) et ainsi favoriser la 
migration cellulaire dans les cancers colorectaux. En effet, Hollande et al ont montré que 
l’inhibition de l’expression de progastrine par un ARN antisens dans des cellules cancéreuses 
colorectales entraînait une augmentation de l’expression de ZO-1, occludine, claudine-1, E-
cadhérine et FAK dans ces cellules, ainsi qu’une augmentation de leur marquage 
membranaire comparée aux cellules contrôles transfectées par le vecteur vide. Un traitement 
par de  la progastrine permet de réverser cet effet et d’induire une dissociation des complexes 
β-caténine/E-cadhérine. De plus, cette diminution de l’adhésion cellule/cellule induite par la 
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progastrine a été corrélée à une augmentation de la perméabilité paracellulaire, ainsi qu’à une 
augmentation de la mobilité cellulaire (Hollande, Lee et al. 2003). 
 VI-­‐	  Les	  récepteurs	  /protéines	  de	  liaison	  de	  la	  progastrine	  
	  
L’activité biologique de la progastrine serait médiée par un récepteur ou une protéine de 
liaison présente à la surface cellulaire des cellules cibles mais son identification et ses 
caractéristiques pharmacologiques sont encore controversées. 
Singh et al dans une étude de liaison utilisant de la progastrine radiomarquée a mis en 
évidence des sites de haute affinité pour la progastrine sur les cellules épithéliales intestinales. 
Dans cette étude, cette protéine de liaison lierait également mais avec une affinité moindre les 
autres peptides gastriniques, dont la gastrine mature (gastrine 17 amidée) et la gastrine glycine 
étendue (Singh, Lu et al. 2003) . 
De même, Dubeykovsliy et al, à travers une approche de cytométrie de flux et l’utilisation de 
progastrine biotinylée, ont montré la présence de sites de liaison de haute affinité pour la 
progastrine sur des cellules épithéliales intestinales, des lignées cellulaires cancéreuses 
coliques et sur la muqueuse colique de souris C57/Bl6 sauvages. En revanche, aucune 
compétition avec la gastrine 17 amidée ni la gastrine glycine étendue n’a été observée. Ce 
résultat semble suggérer, contrairement aux observations de Singh et al. que cette protéine de 
liaison serait spécifique de la progastrine et ne lierait pas les autres peptides gastriniques 
(Dubeykovskiy, Nguyen et al. 2008).  
Récemment, l’annexine II a été proposé comme protéine de liaison de la progastrine et des 
autres peptides gastriniques (Singh, Wu et al. 2007). Cependant, dans leur étude,  
Dubeykovsliy et al n’ont pu mettre en évidence la présence de l’annexine II à la surface des 
cellules épithéliales coliques. Par ailleurs, ils ont montré que les anticorps anti-annexine II 
n’affectaient pas l’interaction de la progastrine avec ces cellules (Dubeykovskiy, Nguyen et 
al. 2008). 
Une autre controverse concerne le rôle potentiel du récepteur de la gastrine mature, le 
récepteur CCK2 (cholecystokinin 2), dans la médiation des effets de la progastrine. 
Des études in vitro ont montré que la progastrine ne se liait, ni activait le récepteur CCK2  
transfecté sur différentes lignées cellulaires (Baldwin, Hollande et al. 2001; Dubeykovskiy, 
Nguyen et al. 2008). De plus, les antagonistes spécifiques du récepteur CCK2R ne semblaient 
pas inhiber la prolifération induite par la progastrine sur des cellules coliques transformées de 
souris (Baldwin, Hollande et al. 2001).  Dubeykovskiy et al ont également mis en évidence la 
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liaison de la progastrine sur des cellules issues de lignées cancéreuses coliques humaines et 
aucune compétition entre la progastrine et la gastrine (ligand du récepteur CCK2) dans des 
tests de liaison (Dubeykovskiy, Nguyen et al. 2008). Ces résultats suggèrent que l’activité 
biologique in vitro de la progastrine passe par un mécanisme indépendant du récepteur CCK2. 
Au contraire, une étude récente utilisant un modèle de souris surexprimant la progastrine et 
invalidé pour les 2 allèles du gène CCK2R (souris hGAS+,CCK2R-/-),  suggère un rôle de ce 
récepteur dans les effets de la progastrine Toutefois il est à noter que l’invalidation seule du 
CCK2R aurait un effet antitumoral équivalent à celui observé chez les souris hGAS+,CCK2R. 
Le nombre et la taille des tumeurs dans les souris CCK2R-/- et hGAS+,CCK2R-/- étant 
comparables ces résultats semblent plutôt suggérer que l’effet anti-prolifératif observé, était 
indépendant de la progastrine.  
 
Ainsi, la progastrine confère aux cellules cancéreuses coliques, un avantage sélectif par son 
effet prolifératif et anti-apoptotique. Elle est impliquée dans la carcinogénèse colique dès les 
stades précoces (adénomes). Les principales études concernant son rôle dans le cancer 
colorectal, se sont intéressées uniquement aux tumeurs microsatellites stables, APC mutées. 
Cependant, son rôle pourrait être étendu à d’autres types de tumeurs colorectales, notamment 
les tumeurs KRAS ou BRAF mutées. 
Il est maintenant admis qu’une partie des polypes hyperplasiques possède un potentiel malin. 
Dans ce travail, nous avons voulu d’une part étudier l’expression de la progastrine dans ces 
lésions et d’autre part analyser l’association entre cette expression et la survie sans néoplasme 
des patients afin d’identifier un sous-groupe de patients présentant des polypes hyperplasiques 






Ø Etudier l’expression de la progastrine dans les polypes hyperplasiques  
Ø Etudier l’association entre l’expression de la progastrine dans les polypes 
hyperplasiques et la survie sans néoplasie colorectale  
Ø Evaluer l’utilité de la progastrine comme marqueur prédictif de la survenue de 




PATIENTS ET METHODES 
 
I-Schéma de l’étude	  
 
Une étude de cohorte historique monocentrique a été réalisée. 
II-­‐Taille	  de	  l’échantillon,	  patients	  et	  recueil	  de	  données	  
 
La taille de l’échantillon nécessaire a été estimée pour le test du log-rank portant sur  le 
critère de jugement principal de l’étude (la survie sans néoplasie), à l’aide de la méthode de 
Freedman et schoenfeld. Un échantillon de 38 patients était requis afin de détecter un hazard 
ratio minimum de 4 avec une puissance de 80%. Pour cette estimation, des résultats 
préliminaires ont permis de fixer la probabilité de survie sans néoplasie à 0.65 dans le groupe 
contrôle et une prévalence de polype hyperplasiques (PH) présentant une forte expression à 
50%. 
 
Les dossiers médicaux de tous les cas de polypes hyperplasiques diagnostiqués dans le 
service d’anatomo-pathologie de l’hôpital de Rangueil, entre le 1er janvier 2000 et le 31 
décembre 2001 ont été examinés. Les patients présentant des adénomes ou adénocarcinomes 
colorectaux synchrones, des antécedents familiaux d’adénocarcinomes, des antécédents 
personnels d’adénomes ou d’adénocarcinomes colorectaux, de polypose hyperplasique ou de 
maladie inflammatoire de l’intestin ont été exclus de l’étude. De même, les patients pour 
lesquels les données concernant la localisation du PH ou le suivi n’avaient pu être récupérées 
ont été écartés. L’échantillon d’étude final comportait 74 patients. De plus, 13 échantillons de 
colons normaux, provenant des tranches de sections saines de résection de diverticules non 
compliqués, 8 adénomes tubuleux et 6 adénocarcinomes colorectaux ont été inclus dans 
l’étude en tant que contrôle.  
 
Les données histo-cliniques (âge, sexe, localisation, nombre, taille des PH, suivi clinique) 
ont été récupérées pour tous les patients. Parmi ces patients, 39 avaient reçu un suivi 
coloscopique, dont les données ont, également, été recueillies. En accord avec la loi de 




L’analyse immunohistochimique a été réalisée sur des coupes en paraffine fixées au 
formaldéhyde. Les échantillons ont été incubés toute la nuit avec l’anticorps primaire et la 
détection réalisée à l’aide du système HRP Envision+ de Dako®. L’anticorps polyclonal anti-
progastrine (Ciccotosto, McLeish et al. 1995) a été gracieusement fourni par le Pr Shulkes.   
Le marquage de la progastrine a été mesuré en pourcentage de cellules épithéliales 
marquées dans le polype. Tous les échantillons ont été examinés en double aveugle, par un 
pathologiste et un interne formé à examiner les tissus colorectaux.  La concordance entre 
examinateurs étant excellente (coefficient de concordance de Lin=0.99, (Lin 1989)), les 
analyses ont été effectuées avec la moyenne des pourcentages observés par les 2 lecteurs.  
IV-­‐Analyses	  statistiques	  
 
Une analyse univariée a été menée afin de comparer les caractéristiques cliniques et 
immunohistochimiques entre les différents groupes. Le test du  Chi² ou le test exact de Fisher 
(lorsque les conditions d’application du test du Chi² n’étaient pas remplies) ont été utlisés 
pour les variables catégorielles et le test non paramétrique de Wilcoxon-Mann-Whitney pour 
les variables quantitatives (de distribution non gaussienne). Les intervalles de confiance à 
95% exactes ont été calculés pour tous les pourcentages.  
 
Pour l’analyse de survie, seuls les patients ayant reçu un suivi coloscopique ont été inclus (39 
patients). La courbe de Kaplan-Meier et le test du log-rank ont été utilisés afin de tester 
l’association entre l’expression de la progastrine dans les PH et la survenue d’un événement 
néoplasique colorectal (adénome ou adénocarcinome) de même localisation que le polype 
initial. Le critère de jugement principal était la survie sans néoplasie. Le délai de suivi a été 
défini comme l’intervalle de temps entre le diagnostic de PH et la survenue d’un événement 
ou, en l’absence d’événement, comme l’intervalle de temps entre le diagnostic de PH et la 
date de la dernière coloscopie. Le pourcentage de marquage de la progastrine a été analysé en 
3 classes : absence/faible marquage, marquage modéré et marquage fort. Le seuil 
d’expression « normale » de la progastrine (absence/faible marquage) a été fixé au niveau du 
95ème percentile des pourcentages de marquage observés dans les échantillons de muqueuses 
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coliques normales (<10% de cellules épithéliales marquées). Au sein des PH surexprimant la 
progastrine (>10% de cellules épithéliales marquées), l’expression modérée a été définie 
comme un marquage dans 10% à 50% des cellules épithéliales du polype et la forte 
expression comme un marquage dans plus de 50% des cellules.  Lorsqu’un patient présentait 
plusieurs PH au moment du diagnostic, le polype présentant la plus forte expression de 
progastrine a été retenu pour l’analyse de survie. Le test du log-rank a, également, été utilisé 
pour tester l’association entre les différentes caractéristiques cliniques et la survenue 
d’événement néoplasique. Les variables quantitatives ont été recodées en 2 classes, en 
utilisant leur médiane. Une analyse multivariée a été effectuée à l’aide d’un modèle de Cox, 
incluant toutes les covariables associées à un p<0.20 dans l’analyse univariée. Après une 
sélection pas-à-pas descendante, seules les covariables significatives (p<0.05) ont été 
conservées dans le modèle final. 
 
Afin de determiner le seuil diagnostic optimal du pourcentage de marquage, une courbe de 
ROC (Receiver operating characteristic) a ensuite été calculée pour les variables quantitatives 
significatives après l’analyse mutivariée. A partir de ces résultats, un test prédictif, reposant 
sur les variables significatives, a été construit afin de prédire la survenue d’événement 
néoplasique chez les patients porteurs de PH. Les performances du test ont été mesurées par la 
sensibilité, la spécificité, la valeur prédictive positive et négative, ainsi que par l’intervalle de 
confiance à 95% de ces valeurs. Afin d’évaluer la capacité de ce test à classer les différentes 
populations à risque, un arbre de classification a également été construit. Le taux d’erreur de 
classification a été estimé après validation interne par une méthode de rééchantillonnage 
(bootstrap  sur 100 échantillons) (Efron 1979; Breiman 1998). 
 
Dans cette étude, tous les tests statistiques étaient bilatéraux et la significativité fixée à 
0.05. Les analyses ont été réalisées à l’aide des logiciels de statistiques STATA v11 et R 
(avec les packages « tree » et « ipred ») 
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ABSTRACT 
The most frequently occurring lesions in the colon are the hyperplastic polyps (HP). HP 
have long been considered as lesions with no malignant potential and colonoscopy for these 
patients is not recommended. However recent works suggest that HP may represent 
precursor lesions of some sporadic colorectal cancers. Until now, none biomarker allows to 
identify the subset of HP that may have a malignant potential. Because the hormone 
precursor, progastrin has been involved in colon carcinogenesis, we investigated whether its 
expression in HP predicts occurrence of colonic neoplasm after resection of HP. We 
retrospectively analyzed progastrin expression in HP from 74 patients without history of 
colorectal pathology. In our study, 41% of patients presenting an initial HP subsequently 
developed adenomatous polyps, recognized as precursor lesions for colorectal 
adenocarcinomas. Progastrin was overexpressed in the HP in 40% of the patients. We 
showed a significant association between progastrin overexpression and shortened 
neoplasm-free survival (P=	  0.001). Patients with high overexpression of progastrin had a 5 
year neoplasm-free survival of 38% as compared to 100% for the patients with low progastrin 
expression. In addition, we established a predictive test based on progastrin staining and 
patient’s age that predicts occurrence of neoplasm after developing a first HP with a 
sensitivity of 100% (95%CI: 79%-100%) and a specificity of 74% (51%-90%).  
We show that progastrin expression evaluation in HP is an efficient prognostic tool to 






In the general population the most frequently occurring lesion in the colon is the 
hyperplastic polyp (HP), with a prevalence in western populations of 10% to 35% (Huang, 
O'Brien M et al. 2004). HP have long been considered as innocuous lesions with no 
malignant potential, whereas adenomatous polyps were recognized as neoplastic precursor 
lesions for colorectal adenocarcinomas.  
However, large HP (size > 1cm) and the presence of multiple HP (number > 5) in 
hyperplastic polyposis syndrome have been clearly associated with colorectal adenomas or 
adenocarcinoma (Warner, Glick et al. 1994; Jeevaratnam, Cottier et al. 1996; Torlakovic and 
Snover 1996; Renaut, Douglas et al. 2002). In addition to these cases, more recent studies 
have suggested a link between HP and sporadic colorectal cancer. Huangl (Huang, Whelan 
et al. 2001) found that patients with HP on initial colonoscopic examination have an 
increased incidence of colorectal adenomas on follow-up colonoscopy. Other groups have 
proposed the idea that HP may represent precursors of some sporadic colorectal cancers, 
particularly in the serrated neoplasia pathway (Jass, Young et al. 2000; Goldstein, Bhanot et 
al. 2003; Torlakovic, Skovlund et al. 2003; Jass 2004). Despite these new data, the 
colonoscopy for patients with HP is not recommended, except after resection of one large 
hyperplastic polyp ( ≥ 1 cm) and/or multiple polyps (n ≥5) or if there is a family history of HP, 
neither in the guidelines from the French National Agency for Accreditation and Evaluation in 
Healthcare, nor by the American College of Gastroenterology (Bond 2000; Rex, Johnson et 
al. 2009). 
Until now, there is no biomarker to identify the subset of HP that may have a malignant 
potential. However, data previously enounced strongly suggest that identifying a marker that 
could predict, with a good sensitivity and specificity, the occurrence of colonic neoplasm after 
resection of HP would be crucial for identifying the subset of patients at risk after HP who 
could benefit from a more suitable follow up strategy. 
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The hormone precursor progastrin (PG) is now recognized as a growth factor playing an 
important role in colon carcinogenesis. Transgenic mice overexpressing progastrin present 
an increased proliferative index in colonic mucosa. They also have an increased risk of 
developing preneoplastic lesions and adenocarcinomas in colonic epithelium when treated 
with a carcinogen, azoxymethane (Wang, Koh et al. 1996; Singh, Velasco et al. 2000). The 
role of progastrin in proliferation, survival and migration of human colon cancer cells has also 
been clearly established (Baldwin, Hollande et al. 2001; Brown, Yallampalli et al. 2003; 
Hollande, Lee et al. 2003; Singh, Lu et al. 2003; Wu, Owlia et al. 2003; Umar, Sarkar et al. 
2008). PG-growth promoting effects are mediated through the activation of several key signal 
transduction pathways (Ferrand, Bertrand et al. 2005; Ferrand and Wang 2006). In addition, 
several works including ours showed that depletion of endogenous progastrin produced by 
colon cancer cells, leads to an inhibition of tumour growth (Bertrand, Kowalski-Chauvel et al. 
; Grabowska, Hughes et al. 2007). Moreover, high concentrations of PG are found in colon 
tumours and in blood of 80% of patients with colorectal cancer. Surgical resection of the 
tumour induces a dramatic decrease of PG levels in the serum, suggesting that the tumour 
itself is the source of PG (Nemeth, Taylor et al. 1993; Van Solinge, Nielsen et al. 1993; 
Siddheshwar, Gray et al. 2001). PG is also expressed in adenomatous polyps (Smith and 
Watson 2000; Siddheshwar, Gray et al. 2001), which represent neoplastic precursor lesions 
for colorectal adenocarcimas. In contrast, this hormone precursor is absent from the healthy 
intestinal epithelium.  
All these data and our previous results suggested that progastrin may be a key factor of 
colon carcinogenesis and that its expression may predict the clinical outcome of early colonic 
lesions such as HP. In consequence, we investigated whether progastrin is expressed in 
hyperplastic polyps and determined whether its expression in HP is associated to the 
occurrence of colorectal. We also assessed the performance of a predictive test based on 
progastrin staining of HP.  
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MATERIALS AND METHODS 
 
Study design 
We conducted a single centre historical cohort study. 
Sample size, patients and data collection  
The required sample size for our study main endpoint, Neoplasm-free survival (NFS), 
was estimated for the logrank test using the method of Freedman and Schoenfeld, with 
STATA v11 software. Thirty-eight patients were required. To demonstrate an association 
between progastrin staining and neoplasm occurrence, our sample size was calculated to 
detect a 4-fold increase in the hazard of the case group (minimum hazard ratio (HR) of 4) 
with 80% power. Based on our preliminary data, the probability of free-neoplasm surviving to 
the end of the study was set at 0.65 in the control group and prevalence of strong expression 
of progastrin at 50%.   
We reviewed the medical records of all cases of HP diagnosed in the Pathology 
department of Rangueil Hospital, from 1st January 2000 through 31th December 2001. We 
excluded cases with a preceding colorectal adenocarcinoma or adenoma, familial colorectal 
adenocarcinoma history, hyperplastic polyposis, chronic inflammatory bowel disease, 
insufficient colon site information or follow-up data.  The final study group included 74 
patients. We also selected 13 normal colonic tissues from resected non-complicated 
diverticula, 8 adenomas and 6 colorectal adenocarcinomas. Clinical data were collected for 
all the patients, colonoscopic data for 39 patients. Approval of an institutional research ethics 




For immunohistochemistry on the formaldehyde-fixed, paraffin embedded tissues, 
primary antibodies were applied overnight and detection was done using the
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 DakoCytomation Envision+ System-HRP. Anti-progastrin antibody (1137) (Ciccotosto, 
McLeish et al. 1995) was kindly provided by Pr Shulkes.  
Progastrin staining was measured by percentage of stained epithelial cells in the whole 
polyp.  All specimens were examined in a double blinded fashion by two pathologists.  
Because the inter-rater agreement was excellent (ICC=0.9), percentages were reported as 
the average between the two readers. 
Statistical analysis 
Univariate analysis was conducted to compare clinical and immunohistochemistry 
findings between the different study groups using the Chi² test or Fisher exact test (when 
required) for categorical variables and Wilcoxon-Mann-Whitney for quantitative variables. We 
calculated intra-class correlation in order to determine inter-rater agreement for 
immunohistochemistry staining. 
For neoplastic-free survival analysis, only patients with colonoscopic follow up data were 
included (39 patients).  We performed Kaplan-Meier curves and log rank test to assess the 
association of prograstrin expression with the occurrence of a new colorectal neoplastic 
event. The main end point was neoplasm-free survival. The time to event was determined as 
the time interval between the diagnosis of HP and the occurrence of metachronous colorectal 
adenomas in the same site (proximal or distal colon) as the first HP. Progastrin expression 
was recorded as low, moderate or high expression with the percentage of positive epithelial 
cells. The “normality” threshold of progastrin expression (low expression) was determined 
using the 95th percentile of percentage of stained cells in normal colonic tissue (<10%). 
Moderate expression of progastrin was defined as staining in 10% to 50% of polyp epithelial 
cells and high expression as staining in more than 50% of cells.  When a patient had several 
polyps, the polyp with the strongest expression of progastrin was retained for evaluation.  
The log-rank test was also used to assess significance of clinical characteristics. Quantitative 
variables were recorded into two-class variables using the median. To demonstrate that 
progastrin was a prognostic factor independent from other clinical factors, cox proportional-
hazards model was performed to test the simultaneous influence on disease free survival of
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all covariate with a p-value<0.20 in the univariate analysis. After a backward-stepwise 
selection, only significant variables (p<0.05) were kept in the final cox model. 
 Receiver operating characteristic analysis was then performed to select optimal 
“diagnostic” threshold for each significant quantitative variable after multivariate analysis.  
Using the ROC analysis results, we constructed a predictive test based on a composite score 
with the significant variables, in order to predict the occurrence of a neoplastic event among 
patient with HP. Performance of this test was measured by sensitivity (Se), specificity (Spe), 
positive predictive value (PPV) and negative predictive value (NPV). We also constructed a 
classification tree using the same variables significantly associated with occurrence of a 
neoplastic event. To validate the classification tree, a bootstrap validation (Efron 1979; 
Breiman 1998) (with 100 bootstrap samples) was performed and the misclassification error 
rate estimated.  
In our study, all tests were two-sided and statistical significance was set at a P value of 





Patient and polyps characteristics 
 
Clinical and pathologic features of patients and their polyps are shown in table 1. For the 
whole cohort, the median age of patients was 65 year old (y.o.) (sd : 14 y.o) and 43% of the 
patients were female. All polyps measured less than 1 cm with an average diameter of 3 mm, 
and the number of polyps at diagnosis was less than 5 for all the patients. Twenty % of HP 
were localized in the proximal colon and 80% in the distal colon, which is consistent with 
previous observations. In our sample, none HP displayed the major histological features 
described for sessile serrated adenomas (SSA), including architectural abnormalities and 
loss of expression of MLH1 (Torlakovic and Snover 1996; Torlakovic, Skovlund et al. 2003; 
Noffsinger 2009) The subset of patients with colonoscopic follow up was representative of 
the whole cohort since no statistical difference on clinical and immuno-histochemical features 
was found between patients with a colonoscopic follow up and the ones with a medical follow 
up. During the follow-up, an occurrence of adenomas at the same colonic location as the 
initial HP (proximal or distal colon) was found in 41% of the patients. The pathologic type of 
these metachronous adenomas was tubular adenomas except in one case where a 
tubulovillous adenoma was observed. Mainly low grade adenomas (38%) were diagnosed 
and 3% were high grade adenomas.  
 
Progastrin expression in normal colon, colonic hyperplastic polyps, adenomas and 
adenocarcinomas 
 
Representative pictures of prograstrin staining in the different colon tissues are shown in 
figures 1 and 2. The percentages of progastrin-positive cells in normal colon, HP, adenomas, 
and adenocarcinomas are reported in figure 3A. Progastrin expression in HP was 
significantly different from the expression in normal colon (respectively, median: 45%, range: 
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  0%-100%; versus 1%, range: 0%-10%, p<0.0001). 100% of the tested adenomas or 
adenocarcinomas displayed an important expression of progastrin. As previously described 
(Smith and Watson 2000; Siddheshwar, Gray et al. 2001), progastrin expression was higher 
in adenomas and adenocarcinomas than in normal colon (low grade dysplasia adenomas, 
p=0.001; high grade dysplasia adenomas, p=0.0007; adenocarcinomas, p=0.0005).  
In normal colon, average percentage of progastrin staining was 2.6% (sd: 3.7%, range:0-
10). We considered, that progastrin staining was low when the percentage of staining was 
less than the 95th percentile of the normal tissue (<10%). In the whole cohort, weak 
expression of progastrin (<10%) was found in 26% of the HP. Expression of the prohormone 
was moderate (10%-50% of staining) in 34% of the HP and high (>50% of staining) in 40% of 
them (Table 1). The results were not significantly different in the patients group with 
colonoscopic follow up (weak expression 18%, moderate expression 36%, high expression 
46%, p=0.26).  
 
Patient neoplasm-free survival 
 
Survival analysis was performed using data from patients who had at least one 
colonoscopy during their follow up. As mentioned above, clinical and immunohistological 
characteristics of these patients did not significantly differ from the other patients of the 
cohort. The mean duration of follow up was 6 years. Only occurrence of metachronous 
adenomas at the same site of the HP (proximal or distal colon) was considered as a 
recurrence event. The overall median of neoplasm-free survival (S50%) was 8 years and 
survival at 5 years was 67% (95%CI: 49%-80%) (Figure 3B). Univariate analysis (Table 2) 
showed a significant association between progastrin overexpression and shortened 
neoplasm-free survival (p=	  0.001). Patients with high expression of progastrin had a median 
neoplasm-free survival of 5 years, whereas during the 10 years following period, the median 
survival was not reached by patients with low expression of progastrin, since no recurrence 
occurred (Table 2, figure 3C). The 5 years-neoplasm-free survival (5y.S) for the patients with 
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  weak progastrin expression was 100%, this value decreases to 84% for the patients with 
moderate expression and to 38% for the patients with high expression.  In the same way, 
age was significantly associated with occurrence of adenoma (p<0.0001, for patients who 
were less than 64 years old: 5y.S=95% and S50%=10 years vs 5y.S=26% and S50%=5 
years for older patients, Table 2).  
To demonstrate that the association between progastrin staining and neoplasm-free 
survival was independent from the subject’s age, HP localisation and HP size, we performed 
multivariate analysis (table 2). After adjustment, progastrin expression was still highly 
significantly associated with adenoma occurrences (p<0.0001).  Taken together, these 
results show that progastrin staining in HP is an independent prognostic factor. 
 
A predictive test for recurrence  
 
To assess whether a predictive test using progastrin and age can predict occurrence of 
neoplasm after developing a first HP, we performed the receiver operating characteristic 
curves for the percentage of progastrin positive cells and for age (Figure 4A, 4B). The 
predictive performance of progastrin and age were estimated by the area under the curve 
(AUC), which were, respectively, 0.81 (95%CI : 0.68-0.94) and 0.86 (95%CI :0.74-0.98). 
Using the ROC curves, we also determined the best “diagnostic” threshold (i.e. with a 100% 
sensitivity to detect all the patients at risk to develop an adenoma and an optimal specificity) 
for each parameter in order to construct a classification tree. For progastrin staining, we 
chose the 40% - threshold (Sensitivity (Se)=100% and specificity (Spe)=57%) and for age 
the 54 y.o- threshold (Se=100% and Spe=48%). The classification tree, calculated with R 
software, shows that all patients with less than 40% of progastrin positive HP cells can be 
considered “at low risk”. Among patients with more than 40% of PG staining in HP, only 
patients older than 54 y.o. can be considered as “at high risk” (Figure 4C). This composite 
test had a sensitivity of 100% (95%CI: 79%-100%), a specificity of 74% (51%-90%), a 
positive predictive value of 73% 95%CI: 50%-89%) and a negative predictive value of 100% 
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  (95%CI: 81%-100%). Misclassification error rate was 15% in our study sample. To estimate 
generalization error of classification, a bootstrap validation was performed. The out-of-bag 
misclassification error estimate was 25.6%. Among misclassification errors, no false negative 
was found and all neoplasm occurrences were detected. Therefore, we established a 
predictive test based on progastrin staining and patient’s age that predicts occurrence of 






We show for the first time the expression of progastrin in HP. This supports the 
hypothesis that this hormonal precursor, known to be expressed in human colorectal 
adenomas and adenocarcinomas, could also play a pro-tumoral role at the very early stage 
of colonic carcinogenesis.  
More importantly, we also showed that patients, whose HP displayed a strong expression 
of progastrin, were at higher risk to develop adenoma. These patients had a 5 year neoplasm 
free survival of 38% as compared to 100% for the patients with no/weak progastrin 
expression.  
In our study, 41% of patients having HP developed metachronous adenomas. This result 
is in accordance with a previous study which reported a 2 times greater risk for subsequent 
colon neoplasia in patients having HP compared to HP free patients (Huang, Whelan et al. 
2001).  
It is generally accepted that a subset of HP, named sessile serrated adenomas (SSA) by 
Torlakovic (Torlakovic and Snover 1996; Torlakovic, Skovlund et al. 2003), might be 
preneoplasic lesions. In our study, none HP displayed characteristics of SSA, such as 
architectural abnormalities and loss of of MLH1 (Noffsinger 2009). The metachronous 
adenomas that we observed in our cohort were all tubular or tubulo-villous adenomas and 
did not display histological feature of serrated adenoma nor carcinoma.  However, the 
existence of an association between HP and classical neoplasms is not surprising since 
patients with hyperplastic polyposis develop both serrated and classical carcinomas. 
Furthermore, HP are known to share the same risk factors as classical colorectal 
adenocarcinoma. Distinction between the serrated and classical pathway might not be as 
dichotomic as suggested by the existence of mixed polyps, in which serrated and non 
serrated features coexist. 
In our study, patients with HP presenting a high expression of progastrin were at higher 
risk to develop metachronous adenomas in the same localisation. This high expression of 
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  progastrin in HP might reflect an environmental background with greater risk for developing 
colorectal neoplasia. However, in our cohort three patients developed adenomas in another 
site than their original HP but progastrin was overexpressed (>50%) in only one of them 
while progastrin was overexpressed in all HP with occurrence at the same site. This result 
suggests that progastrin overexpression is not only a marker of pejorative background. 
Indeed, another hypothesis is the presence of molecular abnormality, such as progastrin 
expression, in these polyps but also in the adjacent colon. Interestingly, adjacent colonic 
epithelium of HP with a high expression of progastrin also showed a strong expression of the 
hormonal precursor. Similar observations have also been done on normal colonic epithelium 
adjacent to adenocarcinomas. This may suggest that the adjacent histologically normal 
colonic epithelium of both lesions also express early molecular abnormalities. “The molecular 
security margin” might be lower than histological security margin. Therefore, HP endoscopic 
excision might thus be not extensive enough to prevent a further neoplastic event. We 
demonstrated that progastrin staining could be an efficient tool to detect patients with higher 
risk of metachronous neoplasms. Based on our data, a test based on progastrin staining and 
age would display 100% of sensitivity and 74% of specificity. In our study, there was no false 
negative patient (NVP=0). Thus patient with no progastrin overexpression, whatever their 
age, would have a low risk to develop metachronous neoplasm, whereas patients in our high 
progastrin expression group had a 73% risk of developing a neoplasm. Misclassification rate 
of our composite predictive test was only 15%. As guidelines do not recommand coloscopic 
follow up for patients with "benign" HP, our sample size with coloscopic follow up was 
restricted to 39 patients Therefore, it might be interesting to complete this study by a 
multicentric study including more patients. However, we performed a bootstrap cross-
validation to estimate misclassification error. The out-of-bag misclassification rate estimate 
was 26%. Interestingly, none of the patients in our study cohort met the guidelines criteria for 
endoscopic surveillance, i.e. resection of one hyperplastic polyp ≥ 1 cm and/or multiple 
polyps (n ≥5) or a family history of hyperplastic polyps. Hence, a predictive test based on 
progastrin and age could be usefull to select a subset of patients who would benefit from 
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  colonoscopic surveillance. In our study, none of the patients has developed colorectal 
adenocarcinoma during their follow up. Nevertheless, because these patients have benefited 
an endoscopic surveillance although current guidelines do not recommend it, they could 
have been treated at adenoma stage before adenocarcinoma transformation.  
We show for the first time that progastrin expression in HP is a strong independent 
predictive factor of risk for developing an adenoma and we establish here and propose a 
classification tree allowing to choose the population of patients who need a colonoscopic 
follow-up. In summary, we have demonstrated that progastrin staining in HP could be an 




Table 1: Clinical and immunohistological features 
Variables	   Whole	  cohort	  
N=74	  
























































Occurrence	  of	  metachronous	  adenoma	   NA	   41%[26-­‐59]	   -­‐	  
Loss	  of	  expression	  of	  MLH1	   0%[0-­‐5]*	   0%[0-­‐9]*	   NC	  
Expression	  of	  progastrin	  
No/low	  expression	  (<10%)	  
Moderate	  expression	  (10%-­‐50%)	  











Progastrin expression was recorded as “No/low moderate or high expression with the 
percentage of positive colonic epithelial cells. The “physiological” threshold of progastrin 
expression was determined using the 95th percentile of percentage of stained cells in normal 
colonic tissue (10% of positive cells). 
Chi 2 tests (for categorical variables) and Student tests (for continuous variables) were 
performed to compare clinical and immune-histological features between patients who had a 
coloscopic follow up and those who had not.   
95%CI: Binomial exact 95- confidence interval was calculated for each percentage. 
* One-sided, 97.5% confidence interval. 
NA: not available  





	  Table 2: Neoplasm-free survival according to clinical and immunohistological 
features 










5	  y.S	  –	  [95%	  CI]	  	  	  	  	  	  p-­‐value	  
Multivariate	  analysis	  
Hazard	  Ratio	  (HR)	  

































Size	  of	  polyps	  	  


























	  	  1.1	  [0.3-­‐4]	  
Expression	  of	  progastrin	  
No/low	  expression	  (<10%)	  
Moderate	  expression	  (10%-­‐50%)	  










	  	  	  	  	  -­‐	  
	  	  	  	  NC	  
1.6e09	  [4e09-­‐7e10]	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  <0.0001	  
 
Neoplasm-free survival among patients with colonic hyperplastic polyps who had a 
coloscopic follow-up. 
Multivariate analysis was performed using a cox model including all variables with a p-
value<0.20 in the univariate analysis. Final model was obtained after backward stepwise 
selection,keeping variables with a p-value<0.05. 
Y: year, 5y.S.: 5 years-Survival. 
95% CI: 95% confident interval was calculated for all 5 years-Survival values. 











Figure 1. Progastrin staining in normal
colon and hyperplastic polyps (HP).
A) Negative progastrin staining in normal colon
(x40) B) Weak progastrin staining in the bottom.
of the crypt in normal colon (arrows)(x40). C, D)
Progastrin negative HP (respectively, x20 and
x40) E, F) HP overexpressing progastrin
(respectively, x20 and x40). G) Positive HP-






G Figure 2. Progastrin staining in colon
adenomas and adenocarcinomas.
A, B) Strong staining in low grade (A, x20) and
high grade dysplasia adenoma (B, x40). C to
F) Strong progastrin staining in
adenocarcinomas at different magnificiences
(x4, x20, x40 and x100). G) Adenocarcinoma-
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Kaplan-Meier survival estimates - Progastrin expression
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Figure 3. Progastrin expression in colonic tissues and Kaplan Meier survival curves
A) Percentage of progastrin positive cells for normal colon, Hyperplastic polyps (HP), low grade dysplasia tubular
adenoma (TA), high grade dysplasia TA, and adenocarcinoma (ADK). Wilcoxon tests were performed to compare the
percentage of progastrin positive cells in the different tissues to the percentage in normal colon.
B) Overall neoplasm-free Survival among patients with a coloscopic follow-up, C) neoplasm-free Survival among

















0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
Specificity
a. PG ≥ 40%: Se=100% Spe=57%
b. PG ≥ 50%: Se=81%   Spe=65%
























0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
Specificity
a. Age ≥ 54 y.o.:  Se=100% Spe=48%
b. Age ≥ 64 y.o.:  Se=94%   Spe=78%
c. Age ≥ 66 y.o.:  Se=81%   Spe=83%
Low risk patients
<40% ≥ 40%











Figure 4. A predictive test for 
recurrence.
A) Receiver operating characteristic curves 
for progastrin staining, B) Receiver 
operating characteristic curves for age. “a”-
Threshold had a 100% sensitivity and the 
optimal specificity. Se: Sensitivity, Spe: 
specificity, PG: percentage of progastrin 
staining, y.o.: years old. C) Classification 
tree using variables significantly associated 
with neoplasm occurrence after multivariate 
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Activation of pro-oncogenic pathways 





Nous avons montré dans le précédent travail, que l’expression de la progastrine dans les 
PH était corrélée à la survenue d’événements néoplasiques et identifié ainsi un sous-groupe de 
patients porteurs de PH à risque d’évolution maligne. La progastrine peut activer plusieurs 
voies de signalisation impliquées dans la prolifération et la survie cellulaire qui sont détaillées 
dans les paragraphes suivants (figure 28).  
 
 
Figure 28. Les voies de signalisation activées par la progastrine dans les cellules épithéliales 
coliques normales et tumorales. 
I-­‐La	  voie	  WNT/β-­‐caténine	  /TCF4	  
 I-­‐1-­‐L’activation	  de	  la	  voie	  WNT/β-­‐caténine	  /TCF4	  et	  ces	  cibles	  
 
La voie voie WNT/β-caténine /TCF4 joue un rôle important dans le développement 
embryologique et dans le maintien homéostasique des tissus matures, en particulier dans la 
régénération épithéliale intestinale (Lynch and Lynch 2005). Les protéines de la famille Wnt 
sont des glycoprotéines extracellulaires sécrétées. La liaison à leurs récepteurs active 4 voies 
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  de signalisation différentes dont la voie Wnt/β-caténine. Dans cette voie, la liaison des ligands 
Wnt à leur récepteur, inactive le complexe APC/ GSK3β/ axine impliqué dans la dégradation 
de la β-caténine. Il en résulte une accumulation de β-caténine puis sa translocation nucléaire. 
Dans le noyau, β-caténine forme un complexe avec les facteurs de transcription TCF/LEF et 
régule la transcription de plusieurs gènes impliqués dans la prolifération cellulaire dont c-myc 
et la cycline D1 (cf introduction générale).   
 I-­‐2-­‐La	  progastrine	  active	  la	  voie	  WNT/β-­‐caténine	  /TCF4	  
 
Les effets prolifératifs et anti-apoptotiques de la progastrine ont été corrélés, in vivo, dans 
des souris surexprimant la prohormone, à l’activation de NFκB à travers la dégradation de son 
inhibiteur IκB (Umar, Sarkar et al. 2008). Ainsi, la progastrine à travers cette voie de 
signalisation activerait l’expression du facteur de transcription β-caténine et un de ces gènes 
cibles, la cycline D1 dans le colon proximal (Umar, Sarkar et al. 2009). Par ailleurs, 
l’inhibition de la boucle autocrine de progastrine dans les cellules cancéreuses coliques en 
utilisant des siRNA a permis de mettre en évidence une répression par la progastrine de 
ICAT, un inhibiteur direct de β-caténine. Cette inhibition conduirait à une activation du 
complexe transcriptionnel β-caténine /TCF4 et une augmentation de l’expression de leurs 
gènes cibles incluant c-myc, cycline D1, CD44 ou sox9 (Pannequin, Delaunay et al. 2007). 
Par ailleurs, la régulation d’ICAT par la progastrine impliquerait la voie PI3K/AKT. En effet, 
l’utilisation d’un inhibiteur spécifique de PI3K permet de rétablir l’expression d’ICAT dans 
des cellules cancéreuses coliques traitées par la progastrine. De plus, à travers cette activation 
de β-caténine /TCF4, la progastrine stimulerait également la voie de signalisation Notch en 
augmentant l’expression d’un de ces ligands, jagged 1 (Pannequin, Bonnans et al. 2009). 
 I-­‐-­‐3-­‐La	  voie	  WNT/β-­‐caténine	  /TCF4	  dans	  les	  tumeurs	  colorectales	  
 
La voie WNT/β-caténine /TCF4 est activée dans 60 à 90% des adénocarcinomes 
colorectaux, en particulier dans les tumeurs microsatellites stables présentant des mutations 
du gène suppresseur de tumeur APC. L’activation de β-caténine a également été associée, de 
façon moins fréquente à des mutations activatrices sur le gène CTNNB1 qui code pour la β-
caténine. En revanche, les polypes hyperplasiques ne présentent pas d’activation de β-caténine  
(voir introduction générale).  
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  II-­‐La	  voie	  RAS/RAF/MEK/ERK	  
	  II-­‐1-­‐L’activation	  et	  les	  cibles	  de	  ERK	  
 
Les protéines Ras sont des petites GTPases associées à la membrane, codées par 3 gènes 
(HRAS, KRAS et NRAS). Elles sont activées par différents signaux extracellulaires (des 
facteurs de croissance, des cytokines ou des hormones) impliquant des récepteurs tyrosine 
kinase, ou des récepteurs couplés aux protéines G. La voie de signalisation 
RAS/RAF/MEK/ERK a très bien été décrite dans l’activation du récepteur tyrosine kinase de 
l’EGF (epidermal growth factor receptor , EGFR) (Campbell, Khosravi-Far et al. 1998; 
Ruzzo, Graziano et al. 2010). La liaison ligand/récepteur entraîne l’autophosphorylation de 
résidus tyrosine au niveau du domaine cytoplasmique du récepteur et permet le recrutement et 
l’activation des protéines adaptatrices, Shc, Grb2 (GTP-exchange complex growth factor 
receptor bound 2) et le facteur d’échange, SOS (son of sevenless). Ce complexe permet 
l’activation de ras en favorisant la formation de ras-GTP (Quilliam, Khosravi-Far et al. 1995).   
Ras activé recrute à la membrane et permet l’activation des membres de la famille des 
sérine/thréonine kinases Raf, dont Raf-1. Les protéines Raf activées phosphorylent, ensuite, 
les kinases MEK1 et MEK2 (mitogen associated/extracellular regulated kinase) qui 
phosphorylent à leur tour ERK 1 et 2 (extracelluar regulated kinase)  sur les résidus thréonine 
et tyrosine. Leur activation conduit à la phosphorylation et l’activation d’autres substrats dans 
le cytoplasme ou à leur translocation dans le noyau où ils activent différents facteurs de 
transcription comme Elk induisant l’expression de facteurs pro-prolifératifs ou pro-
oncogéniques tels que c-fos (Davis 1993).  
 II-­‐2-­‐La	  progastrine	  active	  la	  voie	  ERK	  
 
Les souris transgéniques exprimant un transgène humain de la progastrine au niveau du foie 
qui ne permet pas la maturation de la prohormone présentent un taux circulant élevé de 
progastrine. Dans ce modèle, Ferrand et al ont montré, à la fois une augmentation 
d’expression des protéines ERKs et une augmentation de leur activation comparativement au 
niveau retrouvé dans les souris contrôle (Ferrand, Bertrand et al. 2005). Ces résultats ont été 
confirmés par Singh et al dans un autre modèle de souris transgénique exprimant un transgène 
humain de la progastrine ciblé dans la muqueuse colique. Les auteurs ont mis en évidence 
79
	  dans le colon de ces souris une augmentation du niveau des ERKs phosphorylés dans les 
compartiments cellulaire et nucléaire. Cette activation des ERKs serait plus importante au 
niveau du colon proximal des souris (Umar, Sarkar et al. 2008). 
 II-­‐3-­‐La	  voie	  ERK	  dans	  les	  cancers	  colorectaux	  
 
Plusieurs études ont démontré que des mutants constitutionnellement actifs de MEK-1 
étaient capables de transformer des cellules de mammifères (Brunet, Pages et al. 1994; 
Cowley, Paterson et al. 1994; Mansour, Matten et al. 1994). De plus, de nombreuses lignées 
cancéreuses et tumeurs humaines présentent une augmentation de l’activité des protéines 
ERKs. Hoshino et al (Hoshino, Chatani et al. 1999) ont montré une activation constitutive des 
ERKs dans 50 lignées cellulaires (36.2%), incluant des lignées de cancers du colon. Ces 
résultats ont été également confirmés sur des échantillons de tissus cancéreux humains. Lee et 
al, dans leur étude, ont de plus mis en évidence sur un échantillon de 123 tumeurs colorectales 
(103 adénocarcinomes, 10 adénomes tubulaires et 10 adénomes villeux) un marquage 
immuno-histochimique de phospho-ERK dans 76% des adénocarcinomes, 30% des adénomes 
tubulaires et 40% des adénomes villeux (Lee, Lee et al. 2004). 
 
III-­‐La	  voie	  JAK/STAT	  
	  III-­‐1-­‐Activation	  et	  cibles	  de	  la	  voie	  JAK/STAT	  	  
 
 Les protéines JAKs (JAK1 JAK2, JAK3 et TYK2) appartiennent à une large famille de 
tyrosine kinases. Leur expression est ubiquitaire, à l’exception de JAK3 exprimée dans les 
lignées myeloïdes et lymphoïdes. La famille des gènes STATs, effecteurs des kinases JAKs, 
est, quant à elle, constituée de 7 protéines (STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, 
STAT5B et STAT6) (Bowman, Garcia et al. 2000)  
Les protéines tyrosine kinases JAKs peuvent être activées par des récepteurs de cytokines, 
des récepteurs tyrosine kinase, notamment EGFR (Berclaz, Altermatt et al. 2001; Shao, 
Cheng et al. 2003) ou des récepteurs couplés aux protéines G (Marrero, Schieffer et al. 1995; 
Madamanchi, Li et al. 2001). Leur activation conduit à la phosphorylation des facteurs STATs 
et la stimulation de leur activité transcriptionnelle. Les mécanismes d’activation par les 
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  récepteurs de cytokines ont été les premiers décrits. Les protéines tyrosine kinsases JAKs 
associées aux récepteurs des cytokines sont capables de s’activer par trans-phosphorylation 
suite à  l’homo ou l’hétérodimérisaton des récepteurs. Les JAKs activés phosphorylent les 
facteurs de transcription STATs sur un résidu tyrosine présent dans leur domaine 
d’oligomérisaton N-terminal. Dans le cas des RTK, après liaison des ligands, le récepteur peut 
directement phosphoryler STATs et/ou indirectement par l’activation de kinases 
intermédiaires de la famille des SRC ou JAK. Les mécanismes d’activation par les RCPG sont 
moins bien connus. L’un des mécanismes décrits impliquerait les petites GTPases Rho et Rac. 
La phosphorylation de JAK induite par les récepteurs RCPG serait dépendante de ces petites 
GTPases. Rac qui régule l’activité de la NADPH oxydase pourrait induire la formation de 
radicaux libres (ROS). Ces ROS inactiveraient transitoirement des tyrosines phosphatases, 
déplaçant, ainsi, l’équilibre de l’état de phosphorylation de JAK vers l’autophosphorylation. 
Rho serait nécessaire pour une activité transcriptionnelle maximale des STATs induite par les 
RCPG (Pelletier, Duhamel et al. 2003; Raptis, Arulanandam et al. 2011). 
La phosphorylation du résidu tyrosine de STAT permet son interaction avec le 
domaine SH2 d’une autre protéine STAT et ainsi leur dimérisation. Les dimères STATs sont 
transloqués dans le noyau où ils agissent comme facteur de transcription. Par ailleurs, dans le 
noyau,  une phosphorylation sur sérine, dépendante des ERKs participerait à la régulation de 
l’activité transcriptionnelle des STATs (voir chapitre III-2-3-4) (Wen, Zhong et al. 1995; 
Zhang, Blenis et al. 1995). 
De nombreux gènes cibles des STATs sont impliqués dans le cycle cellulaire (comme 
la cycline D1/D2 et c-myc), l’apoptose (bcl-xL et mcl-1) et l’angiogénèse (VEGF) (Ruzzo, 
Graziano et al.) et jouent un rôle important dans l’oncogenèse. 
	  III-­‐2-­‐La	  progastrine	  active	  la	  voie	  JAK2/STAT3	  
  
L’analyse en immunofluorescence de coupes de colons de souris transgéniques 
surexprimant la progastrine et l’analyse en western blot des isolats de cellules coliques 
correspondants ont permis de montrer une surexpression de JAK2 et STAT3 associée à la 
progastrine par rapport aux souris contrôle. De même, l’activation de ces facteurs a été mise 
en évidence par l’utilisation d’anticorps spécifiques dirigés contre les formes activées 
phosphorylées. En revanche dans ce modèle, l’expression et l’activation de STAT1 ne semble 
pas être associée à la progastrine (Ferrand, Bertrand et al. 2005).  
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  Par ailleurs, l’activation de la voie JAK2/STAT3 pourrait participer à l’effet prolifératif 
induit par la progastrine. En effet, les primocultures issues de colon de souris, traitées par la 
progastrine montrent, d’une part, une augmentation de la prolifération et d’autre part, une 
activation de la kinase JAK2. L’utilisation d’un inhibiteur spécifique de JAK2 réverse cette 
prolifération cellulaire dépendante de la progastrine (Ferrand, Bertrand et al. 2005). 
 
III-­‐3-­‐Les	  facteurs	  STATs	  dans	  les	  cancers	  colorectaux	  
	  
STAT3 est reconnu comme un oncogène et est constitutivement activé dans plusieurs 
cancers humains (Bromberg, Horvath et al. 1998; Bromberg, Wrzeszczynska et al. 1999; 
Turkson, Bowman et al. 1999). Plus récemment, Ma et al  ont montré un taux de phospho-
STAT3 et de ces gènes cibles cycline D1 et bclxL augmentés dans un échantillon de 45 
cancers colorectaux (Ma, Wang et al. 2004). Dans cette étude, une corrélation entre le taux de 
STAT3 phosphorylé et l’expression de cycline D1 a également été mise en évidence. De 
même, Corvinus et al ont montré dans des tests in vitro que STAT3 pouvait accélérer la 
prolifération cellulaire, induire des signaux anti-apoptotiques et augmenter les capacités 
invasives des cellules cancéreuses coliques. Les auteurs ont également mis en évidence une 
activation de STAT3 dans les cellules dédifférenciées sur 32 biopsies de cancers colorectaux.  
L’analyse des tissus adjacents non néoplasiques a révélé une activation de STAT3 dans plus 
de la moitié des cas. Ces résultats suggèrent que l’activation de STAT3 dans le colon pourrait 
survenir de façon précoce, avant même l’apparition de lésions histologiques détectables 
(Corvinus, Orth et al. 2005).   
Par ailleurs, contrairement à d’autres molécules de signalisation, aucune mutation ni 
amplification de STAT3 n’a été identifiée dans les cancers humains. L’activation de STAT3 
semblerait donc plutôt être due à des dérégulations survenant en amont de STAT3, dans la 
voie JAK/STAT ou dans des voies interagissant avec elle (Burke, Jin et al. 2001). 
L’expression de phospho-STAT3 a également été corrélée à un mauvais pronostic dans les 
cancers colorectaux. En effet, dans des échantillons d’adénocarcinomes, Kusaba et al ont mis 
en évidence un marquage positif de phospho-STAT3 dans environ 50% des cas (défini 
comme plus de 15% de marquage dans les cellules tumorales). L’activation de STAT3 était 
significativement associée au stade tumoral, à l’invasion lymphatique et à la survenue de 
récidive (Kusaba, Nakayama et al. 2005; Kusaba, Nakayama et al. 2006). 
De même, STAT5 serait impliqué dans la prolifération tumorale colique, l’invasion et la 
migration, ainsi que l’angiogénèse à travers la régulation de plusieurs gènes, dont Bcl-2, FAK 
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  (focal adhesion kinase), MMP2 et VEGF. L’expression et l’activation de STAT5 seraient 
augmentées dans les adénomes et les adénocarcinomes comparées à la muqueuse colique 
normale (Xiong, Su et al. 2009). De plus, Mao et al ont également démontré une association 
entre l’activation de STAT5 et des caractères histo-pronostiques comme la profondeur de 
l’invasion tumorale et le stade TNM (Mao, Li et al. 2011) 
 III-­‐4-­‐la	  voie	  Ras/Raf/MEK/ERK	  permettrait	  une	  activation	  maximale	  de	  la	  voie	  JAK/STAT	  
 
 La voie RAS /RAF/MEK/ERK pourrait également réguler la voie JAK/STAT. En effet, 
l’étude de la séquence protéique de STAT 1, 3 et 4 met en évidence la présence d’une 
séquence hautement conservé de phosphorylation par les ERKs. D’autre part, David et al ont 
montré une co-précipitation, après activation par l’interféron β (IFNβ) de STAT1α et ERK2. 
La transcription induite par l’IFNβ via les protéines STATs serait également dépendante de 
l’activation de ERK (David, Petricoin et al. 1995).  
Dans un modèle de fibroblaste exprimant un récepteur aux œstrogènes fusionné avec 
BRAF et dans lequel ERK1 er ERK2 peuvent être activés en réponse à la stimulation par un 
agoniste de l’œstrogène, Chung et al, ont montré que l’activation de Raf et de la voie ERK 
entrainait une phosphorylation sur sérine de STAT3 (Chung, Uchida et al. 1997). De même, 
Kuroki et al ont montré une serine phosphorylation de STAT3 dépendante de ERK1 et ERK 2 
dans les granulocytes (Kuroki and O'Flaherty 1999). 
 
IV-­‐La	  voie	  PI3K/AKT 
 IV-­‐1-­‐Activation	  et	  	  cibles	  de	  la	  voie	  PI3K/AKT.	  
 
Les PI3-Kinases (PI3K) de classe I  sont des protéines hétéro-dimériques, constituées 
d’une sous unité régulatrice, p85 et d’une sous unité catalytique, p110. La sous unité p85 peut 
interagir par son domaine SH2 avec les résidus tyrosines phosphorylés de récepteurs tyrosine 
kinase activés ou de protéines adaptatrices. Cette interaction induit un changement de 
conformation et une activation de la sous-unité catalytique de la PI3K. Celle-ci phosphoryle 
des phosphoinositides (PI), dont PIP2 et PIP3. Ces lipides membranaires phosphorylés se lient 
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  à la fois à la protéine kinase AKT et à la phosphoinositide-dependent kinase-1 (PDK1). Suite 
à un changement de conformation d’AKT et PDK1 induit par les PI, PDK1 phosphoryle et 
active AKT (Chan, Rittenhouse et al. 1999). AKT activée est présente dans le noyau et le 
cytoplasme et est impliquée dans la phosphorylation de nombreuses protéines (Katso, 
Okkenhaug et al. 2001). AKT participe en particulier à la régulation de l’apoptose, Parmi les 
cibles d’AKT, Bad est une protéine pro-apoptotique qui va être dégradée suite à sa 
phosphorylation par AKT. (Chan, Rittenhouse et al. 1999). AKT peut également être 
impliquée dans la prolifération cellulaire. En effet, elle active indirectement la cycline D1 en 
inhibant la kinase GSK3β qui phosphoryle la cycline D1 et induit sa dégradation par le 
protéasome. De même, GSK3β phosphoryle et déstabilise la β-caténine. Ainsi son inhibition 
par AKT peut conduire à une augmentation du niveau de ces protéines. AKT induit, par 
ailleurs, la phosphorylation et la dégradation d’IκB, un inhibiteur de NFκB. Il permet ainsi la 
libération du facteur de transcription NFκB qui migre dans le noyau et induit l’activation de 
gènes cibles impliqués notamment dans la prolifération cellulaire (Chan, Rittenhouse et al. 
1999; Steelman, Abrams et al. 2008). De plus, AKT est également impliqué dans la migration 
(Samuels, Diaz et al. 2005) et l’angiogénèse (en induisant la transcription de VEGF) 
(Bertrand, Kowalski-Chauvel et al. 2010). 
 IV-­‐2-­‐La	  progastrine	  active	  la	  voie	  PI3K/AKT 
 
La progastrine a également été associée in vivo à la voie PI3K/AKT. En effet, les colons 
des souris surexprimant la prohormone présentent un marquage en immunofluorescence plus 
élevé de la sous unité régulatrice p85 de PI3K, suggérant une augmentation de son expression 
par rapport aux souris contrôles. Cette surexpression a été corrélée à une augmentation de la 
forme activée  d’AKT. De plus, in vitro, la prolifération de cellules coliques murines induite 
par la progastrine est réversée par l’utilisation d’un inhibiteur spécifique de la PI3K. Ces 
résultats suggèrent le rôle de la voie PI3K/AKT dans les effets prolifératifs de la progastrine 
(Ferrand, Bertrand et al. 2005). 
 IV-­‐3-­‐PI3K/AKT	  dans	  les	  cancers	  colorectaux	  
 
Des mutations ou amplifications de la PI3K ont été identifiées dans de nombreux cancers 
humains, incluant les cancers du colon, Ces altérations moléculaires conduisent à une 
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  augmentation de l’activation de la sous unité catalytique p110 (Sartore-Bianchi, Martini et al. 
2009). De même, des mutations du gène suppresseur de tumeur PTEN, dont le produit est une 
lipide phosphatase antagonisant les fonctions de PI3K ont été rapportées dans environ 40% 
des CRC (Ruzzo, Graziano et al. 2010). La perte de PTEN a été corrélée à une mauvaise 
survie sans récidive et survie globale (Jang, Song et al. 2010). 
De plus, des analyses immunohistochimiques de coupes de tumeurs colorectales ont 
également mis en évidence un haut niveau d’AKT phosphorylé dans 46 %  à 63 % des 
adénocarcinomes. Les adénomes tubulaires présenteraient également un marquage de 
phospho-AKT dans 57% à 82%  des cas mais à un niveau plus faible (Roy, Olusola et al. 
2002; Semba, Itoh et al. 2002; Saglam, Garrett et al. 2007). En revanche, les polypes 
hyperplasiques ne semblent pas montrer d’activation  d’AKT (Roy, Olusola et al. 2002).  
Les effets prolifératifs et anti-apoptotiques d’AKT ont également été confirmés in vitro. 
Sur des lignées cancéreuses humaines, plusieurs études ont démontré que l’inactivation 
d’AKT par un inhibiteur induisait une diminution de la prolifération cellulaire en inhibant 
l’expression de la cycline D1, une fragmentation de l’ADN et une augmentation du 
pourcentage de corps apoptotiques. Ces effets anti-apoptotiques semblerait passer par une 
inhibition de l’activité de la caspase 3. In vivo, l’inhibition d’AKT permet de réduire sur des 
souris le volume des xénogreffes de cellules cancéreuses colorectales humaines et de 
diminuer la dissémination intra-abdominale de la tumeur  (Itoh, Semba et al. 2002; Semba, 
Itoh et al. 2002; Sheng, Shao et al. 2003). 
  
Ainsi, la progastrine peut activer plusieurs voies pro-oncogéniques dans les cancers 
colorectaux. Certaines d'entre elles, en particulier les voies JAK/STAT ou 
Ras/Raf/MEK/ERK, n’ont pas encore été explorées dans les polypes hyperplasiques. Afin de 
mieux caractériser les polypes exprimant la progastrine, nous avons étudié l’activation de ces 











	  PATIENTS ET METHODES 
 
I-Schéma de l’étude	  
 
Une étude descriptive rétrospective a été réalisée. 
II-­‐Taille	  de	  l’échantillon,	  patients	  et	  recueil	  de	  données	  
 
Nous avons inclus 48 polypes hyperplasiques provenant de 36 patients et diagnostiqués 
consécutivement dans le service d’anatomo-pathologie de l’hôpital de Rangueil en 2008. 
Aucun de ces polypes ne présentait les critères histologiques des adénomes festonnés sessiles. 
Les patients présentant des antécedents familiaux de polypose hyperplasique ou de polypose 
adénomateuse familiale ont été exclus de l’étude. De plus, 12 échantillons de colons normaux, 
provenant des tranches de sections saines de résection de diverticules non compliqués et 15 
adénomes tubuleux (10 adénomes de bas grade et 5 adénomes de haut grade) ont été inclus en 
tant que contrôle.  
Les données histo-cliniques (âge, sexe, localisation, nombre, taille des PH) ont été récupérées 
pour tous les patients.  
III-­‐Immunohistochimie	  
 
L’analyse immunohistochimique a été réalisée sur des coupes en paraffine fixées au 
formaldéhyde. Les échantillons ont été incubés toute la nuit avec l’anticorps primaire et la 
détection réalisée à l’aide du système HRP Envision+ de Dako®. L’anticorps polyclonal anti-
progastrine (Ciccotosto, McLeish et al. 1995) a été gracieusement fourni par le Pr Shulkes et 
les anticorps primaires dirigés contre phospho-tyrosine705 -STAT3 (pY-STAT3) et phospho-
thréonine202/tyrosine204-ERK-1/2 (pERK1/2) fournis par cell signaling.  
Les marquages de la progastrine,  pY-STAT3 et p-ERK 1/2 ont été mesurés en pourcentage 
de cellules épithéliales marquées dans le polype. Tous les échantillons ont été examinés en 
double aveugle, par un pathologiste et un interne formé à examiner les tissus colorectaux.  La 
concordance entre examinateurs étant excellente (coefficients de concordance de Lin=0.99 
pour la progastrine et 0,98  pour pY-STAT3 et p-ERK (Lin 1989)), les analyses ont été 
87
	  effectuées avec la moyenne des pourcentages observés par les 2 lecteurs. Comme défini dans 
le travail précédent, le marquage de la progastrine a été recodé en 3 classes absence/faible 
expression, expression modérée et expression forte. Le seuil d’expression « normale » 
(absence/faible expression) a été déterminé en utilisant le 95ème percentile du pourcentage de 
cellules épithéliales marquées dans la muqueuse normale (<10%). L’expression modérée a été 
définie par un pourcentage de cellules épithéliales marquées entre 10% et 50% et l’expression 
forte par un pourcentage supérieur à 50%. 
IV-­‐Analyses	  statistiques	  
 
Une analyse univariée a été menée afin de comparer les caractéristiques cliniques et 
immunohistochimiques entre les différents groupes. Le test du  Chi² ou le test exact de Fisher 
(lorsque les conditions d’application du test du Chi² n’étaient pas remplies) ont été utlisés 
pour les variables catégorielles et le test non paramétrique de Wilcoxon-Mann-Whitney ou le 
test non paramétrique de tendance de Cuzick pour les variables quantitatives (de distribution 
non gaussienne). Les intervalles de confiance à 95% exactes ont été calculés pour tous les 
pourcentages.   
La corrélation entre l’expression de progastrine et celle de p-ERK ou de pY-STAT3 a été 
étudiée à l’aide du test de corrélation de Spearman. 
Dans cette étude, tous les tests statistiques étaient bilatéraux et la significativité fixée à 
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Progastrin has been shown to activate several pro-oncogenic pathways. Since ERK and 
STAT3 activation have not been explored yet in HP and to better characterize progastrin 
positive HP, we assessed the activation of these two pro-oncogenic factors in HP and their 
association to progastrin expression in a sample of 49 HP. The average percentages of 
progastrin-, phospho-STAT3- and phospho-ERK1/2- epithelial stained cells in HP were, 
respectively, 31% (standard deviation: 35), 10% (23) and 34% (30%). The expression levels 
of progastrin and phospho-ERK were higher in these lesions compared to normal colon 
(p=0,0008 et 0.0003, respectively). Moreover, the progressive increase of progastrin and 
phospho-ERK staining in normal colon, HP and adenoma was significant (p<0.0001 and 
p=0.001, respectively) and suggests that expression of these factors in HP is intermediate 
between normal mucosa and colonic adenomas. We also found a significant correlation 
between progastrin and phospho-ERK expression in HP (p=0,0184). Taken together, our 
results show that progastrin and several pro-oncogenic factors are activated in a subset of 






Sporadic hyperplastic polyps (HP) are one of the most frequent colorectal lesions. 
Prevalence of HP among asymptomatic patients is about 10% (Imperiale, Wagner et al. 
2000; Lieberman, Prindiville et al. 2003).  
Typical small HP (<10mm) are thought to be non neoplastic lesions without malignant 
potential and most of medical society guidelines do not recommend colonoscopic follow up 
after the removal of such lesions (HAS 2004; Winawer, Zauber et al. 2006). However, HP 
and colorectal cancers share the same risk factors, including alcohol, tobacco use and 
obesity (Martinez, McPherson et al. 1997; Morimoto, Newcomb et al. 2002). In addition, 
some authors have proposed that a subset of HP, in particular with B-raf mutations (Chan, 
Zhao et al. 2003; Huang, O'Brien M et al. 2004; O'Brien, Yang et al. 2006) and/or a CpG 
island methylator phenotype (CIMP) (O'Brien, Yang et al. 2004) may be neoplastic 
precursors of sessile serrated adenoma and carcinoma (Boparai, Dekker et al. 2011; Snover 
2011). In a previous study, we demonstrated that the prohormone, progastrin recognized as 
a co-carcinogenic factor, was overexpressed in a subset of HP. This overexpression could 
predict patients at high risk to develop metachronous colonic neoplasms. Interestingly, in this 
study, HP with high progastrin expression was associated with the occurrence of tubular but 
not serrated adenomas. These findings suggest that HP are molecularly heterogeneous and 
might also be involved in the traditional adenoma-adenocarcinoma pathway potentially 
through cross-over between the different colorectal carcinogenesis pathways (Jass, 
Whitehall et al. 2002). Thus, the role of HP in colorectal carcinogenesis as well as the 
biological mechanisms underlying their development and potential transformation remain 
controversial and still need to be clarified (Snover 2011). 
Progastrin gene is frequently overexpressed in human colorectal cancer. In colonic cancer 
cells, this expression leads to synthesis and secretion of the incompletely processed forms of 
gastrin, mainly progastrin (Nemeth, Taylor et al. 1993; Van Solinge, Nielsen et al. 1993; 
Singh, Xu et al. 1994; Smith and Watson 2000).This prohormone is also present at high 
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  concentration in blood of patients with colorectal adenocarcinomas (Siddheshwar, Gray et al. 
2001).  
Progastrin has been shown to regulate cell functions involved in carcinogenesis, such as cell 
proliferation, survival and migration (Wang, Koh et al. 1996; Baldwin, Hollande et al. 2001; 
Brown, Yallampalli et al. 2003; Hollande, Lee et al. 2003; Singh, Lu et al. 2003; Pannequin, 
Delaunay et al. 2007; Ferrand, Sandrin et al. 2009).These effects are mediated through the 
activation of several signal transduction pathways, including APC/beta catenin, PI3K/AKT, 
ERK and JAK/STAT pathways (Ferrand, Bertrand et al. 2005; Pannequin, Delaunay et al. 
2007; Umar, Sarkar et al. 2008; Umar, Sarkar et al. 2009). Previous studies have shown that 
beta catenin and AKT are not activated in HP (Fogt, Brien et al. 2002; Wu, Montgomery et al. 
2008; Fu, Li et al. 2009). However, to date, no study has assessed the activation of the ERK 
or STAT3 pathways in HP. 
The ERK cascade is known to play a central role in growth factor signaling and is 
involved in cellular proliferation and survival. This pathway is up-regulated in many human 
cancers. ERK activity has been shown to be increased in human colon cancer cell lines and 
tumors (Hoshino, Chatani et al. 1999) and immunohistochemistry analyses showed phospho-
ERK staining in 76% of colorectal adenocarcinoma, 30% of tubular adenomas and 40% of 
villous adenomas (Lee, Lee et al. 2004).  
. The JAK/STAT pathway is also activated in human cancers. In particular, STAT3 target 
genes are involved in cell cycle, apoptosis and angiogenesis (Ruzzo, Graziano et al.). 
STAT3 activity is increased and related to a bad prognosis in several human cancers, such 
as melanoma, breast, prostate, pancreas or colorectal cancers (Bromberg, Horvath et al. 
1998; Bromberg, Wrzeszczynska et al. 1999; Turkson, Bowman et al. 1999).  In colorectal 
cancers, phospho-STAT3 expression has also been associated with cyclin D1 or bcl-xL 
overexpression (Ma, Wang et al. 2004). Corvinus et al showed that phospho-STAT3 
accelerates cell proliferation, induces anti-apototic signaling and increases colorectal cancer 
cell invasiveness in vitro (Corvinus, Orth et al. 2005). Expression of phospho-STAT3 has 
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  also been shown in 50% of colorectal adenocarcinomas and has been associated to worse 
prognostic features in colorectal cancer, including tumor depth, invasion, lymphatic invasion  
and occurrence of recurrence (Kusaba, Nakayama et al. 2005; Kusaba, Nakayama et al. 
2006). 
Since ERK and STAT3 pathways have not been explored yet in HP and to better 
characterize these lesions, we assessed the activation levels of these two pro-oncogenic 
factors in HP and their association to progastrin expression. 
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  MATERIALS AND METHODS 
Patients and data collection  
We reviewed the medical records of 48 HP from 36 patients diagnosed in the Pathology 
department of Rangueil Hospital in 2008. We excluded patients with a history of familial 
adenomatous polyposis or hyperplastic polyposis and HP which display criteria of sessile 
serrated adenomas according to Torlakovic (Torlakovic and Snover 1996; Torlakovic, 
Skovlund et al. 2003).  For comparison, we also selected 12 normal colonic tissue specimens 
from resected non-complicated diverticular disease and 15 adenomas (10 low, and 5 high 
grade dysplasia adenomas). Clinical data (age, gender, site, size, number of HP at 
diagnosis, history of colorectal adenoma, or adenocarcinoma and the presence of 
synchronous adenoma or adenocarcinoma) was collected for each patient.  
Immunohistochemistry 
For immunohistochemistry on the formaldehyde-fixed, paraffin embedded tissues, 
antigen retrieval was performed on dewaxed sections by water-bath heating slides in 10mM 
Tris-EDTA buffer (pH9). After peroxidase and serum blocking, primary antibodies was 
applied overnight.  We then, used the DakoCytomation Envision+ System-HRP according to 
manufacturer protocol. Specific primary polyclonal antibody against prograstin used for 
immunohistochemistry was kindly provided by Pr Shulkes, Melbourne University and primary 
monoclonal antibody against phospho-tyrosine705 -STAT3 (pY-STAT3) and phospho-
threonin202/tyrosin204-ERK-1/2 (pERK1/2) provided by cell signaling. 
Analysis of the whole polyp section was performed at x20 magnificence (1 to 3 fields 
were considered depending on the size of the polyps). Progastrin, pY-STAT3 and p-ERK 1/2 
staining were analyzed by the percentage of stained epithelial cells.  
All specimens were examined in a double blinded fashion by two pathologists trained to 
identify the pathological features of colonic cancer. The coefficient of concordance 
correlation, c-rho (Lin 1989) was calculated in order to determine inter-rater agreement for 
immunohistochemistry staining. Because the inter-rater agreement was excellent (c-rho 
=0.99 for progastrin and pY-STAT3; and c-rho=0.98 for p-ERK staining), percentages were 
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  reported as the average results between the two readers.  As define in our previous work, 
progastrin staining was also recorded as no/low, moderate or high expression. The 
“normality” threshold of progastrin expression (low expression) was determined using the 
95th percentile of percentage of stained cells in normal colonic tissue (<10%). Moderate 
expression of progastrin was defined as staining in 10% to 50% of epithelial cells and high 
expression as staining in more than 50% of epithelial cells.  
Statistical analysis 
Univariate analysis was conducted to compare clinical and immunohistochemistry 
findings between the different study groups using the Chi² test or Fisher exact test (when 
required) for categorical variables and the nonparametric rank tests (Wilcoxon-Mann-Whitney 
or Kruskal_Wallis) or Cuzick nonparametric test for trend across ordered groups for 
quantitative variables.  
Spearman nonparametric correlation test was used to assess the correlations between 
the expression of progastrin and p-ERK or pY-STAT3. 
All tests were two-sided and statistical significance was set at a p value of 0.05. Analyses 





Clinical and immuno-histological characteristics  
 
Clinical and immuno-histological features of patients and their polyps are shown in table 
1. In 56% (95%IC=41%-71%) of the cases, HP were diagnosed among male. Average age 
was 65 years old (sd: 12 years). In 29% (95%IC=17%-44%) of the cases, a neoplastic 
colorectal history, including 14.5% of adenocarcinoma history and 14.5% of adenoma history 
was found. Synchronous adenomas or adenocarcinomas were observed in 48% (95% CI: 
33%-63%) of the cases. Mean number of hyperplastic polyps at time of diagnosis was 3 (sd: 
2) with 75% (95% CI: 60%-86%) of the patients having less than 5 synchronous hyperplastic 
polyps and 25% (95% CI: 14%-40%) more than five polyps. The localisation of the polyps 
were distal in 73% (95%IC=58%-85%) of the cases and proximal in 27% (95%IC=15%-
42%]).  All polyp size was <10 mm. 
 
Expression of progastrin in normal mucosa and colonic neoplasms 
 
Progastrin positive epithelial cells displayed an apical cytoplasmic dot-like staining in the 
normal mucosas, HP and adenomas (Figure 1 and 2). The percentages of progastrin-positive 
cells in normal colon, HP, low grade and high grade adenomas are reported in figure 3A and 
table 2. Mean percentage of progastrin positive cells observed in 48 HP was 31% (sd: 36%) 
and was significantly higher than in normal colon with only 2.8% of stained cells (sd: 4%, p= 
0.0021) (table 2). Similarly, in low grade tubular adenomas and high grade tubular 
adenomas, this mean percentage was higher, compared to normal colon and reached, 
respectively, 87% of positive cells (sd: 8, p= 0.0001) and 85% (sd: 7%, p=	  0.0014) (Figure 3A 
and Table 2). 
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  The progressive increase of progastrin staining in normal colon, HP and adenoma was 
significant as assessed by the nonparametric test for trend across ordered groups 
(p<0.0001) (Table 3).   
Wide dispersion and bimodal distribution of progastrin in HP suggested a heterogeneous 
population among HP. Progastrin expression was, thus, analyzed as a 3 classes variable 
(figure 4). Negative or low progastrin expression was determined using the 95th percentile of 
percentage of stained cells in normal colonic tissue (<10%). Moreover, in order to take into 
account the heterogeneity of progastrin expression in HP, we distinguished, among HP 
overexpressing progastrin (with a percentage of progastrin positive cells ≥10%), two 
subpopulations accordingly to progastrin distribution. Thus, moderate expression of 
progastrin was defined as staining in 10% to 50% of polyp epithelial cells and high 
expression as staining in more than 50% of cells. Interestingly, we previously associated 
these three HP subpopulations with different neoplasm free survival in a previous work. In 
our sample, no/low expression of progastrin was observed in 44% (95% CI: 29%-59%) of the 
HP, moderate expression in 25% (14%-40%) and strong expression in 31% (19%-46%), 
whereas all adenomas showed an overexpression of the prohormone.  
These results demonstrate that HP show an intermediate expression of progastrin 
between normal mucosa and colonic adenomas and are consistent with our previous 
findings.   
  
The ERK pathway in normal mucosa, HP and adenomas and its relationship with 
progastrin expression  
 
The ERK pathway has never been explored in HP. In addition, progastrin has been 
shown to activate these signaling pathways (Ferrand, Bertrand et al. 2005; Umar, Sarkar et 
al. 2008). We, thus, assessed ERK activation in HP and for control, in normal colonic 
mucosa and adenomas. For this purpose, we used a specific antibody against the 
phosphorylated activated forms of ERK1/2 (p-ERK1/2). 
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  When present, P-ERK 1/2 staining was restricted to a cytoplasmic localization in normal, 
colon,	   HP and adenomas (figure 1 and 2). The percentages of pERK1/2-positive cells in 
normal colon, HP, low grade and high grade adenomas are reported in figure 3B and table 2. 
Mean percentage of p-ERK stained epithelial cells in HP reached 33% (sd: 30%). In normal 
colon, the activation of ERK is significantly lower, with only 7% of stained epithelial cells (sd: 
6; range: 0%-15%, p=	   0.0008) (table 2). In low grade and high grade adenomas, mean 
percentages of stained tumor cells were similar (51%, sd: 29%) and significantly higher than 
in normal mucosa (respectively, p=0.0002 and p=	  0.0105). The progressive increase of p-
ERK staining in normal colon, HP and adenoma was significant as assessed by the 
nonparametric test for trend across ordered groups (p<0.0001) (Table 2).  
Among HP, ERK activation was significantly stronger (p=0.015, using Cuzick test for 
trend across ordered groups) in lesions with strong progastrin expression (53% of stained 
cells, sd: 29%) as compared to no/low or moderate expression (respectively, 27% (sd: 29%) 
and 23% (sd: 22%)) (Table 3).  
Furthermore, using the 95th percentile of percentage of p-ERK stained epithelial cells in 
normal mucosa, we defined p-ERK overexpression as staining in more than 15% of epithelial 
cells. Moderate overexpression (defined as staining in 15% to 50% of epithelial cells) was 
distinguished from high expression (staining in more than 50% of epithelial cells). 65% (95% 
CI: 49%-79%) of HP presented an overexpression of p-ERK, including 37% of moderate 
expression and 28% of high expression. In HP, expression of p-ERK and progastrin 
significantly correlated (p=0.008, using a spearman correlation test for comparison of ordered 
qualitative variable) (Table 3) and an overexpression of both p-ERK and progastrin was 
observed in 19/43 HP (44%, 95%IC: 29%-60%). 
These results suggest that ERK activation might occur in very early steps of colonic 




	  The STAT3 pathway in normal mucosas HP and adenomas and its relationship with 
progastrin expression  
 
The JAK2/STAT3 transduction pathway has been shown to be one of progastrin 
downstream targets (Ferrand, Bertrand et al. 2005). In addition the STAT3 status has never 
been analyzed in HP. We therefore assessed the activation of the transcriptional factor 
STAT3 using a specific antibody directed against the phosphorylated activated form of 
STAT3, pY-STAT3. pY-STAT3 staining was nuclear in positive epithelial cells (figure 1 and 
2).  
The percentages of pY-STAT3-positive cells in normal colon, HP, low grade and high 
grade adenomas are reported in figure 3C and table 2. Mean percentage of pY-
STAT3positive cells in HP was 10% (sd: 23%), but was not significantly higher than in normal 
colonic mucosa (1%; sd: 1.7). In low grade and high grade adenomas, mean percentages of 
stained tumor cells were respectively, 38% (sd: 33%) and 31% (sd: 29%) and significantly 
higher than in normal mucosa (respectively, p= 0.0014 and p= 0.0041). The progressive 
increase of pY-STAT3 staining in normal colon, HP and adenoma was significant as 
assessed by the nonparametric test for trend across ordered groups (p<0.0001) (Table 2). 
Using the 95th percentile of percentage of pY-STAT3 stained epithelial cells in normal 
mucosa, we defined pY-STAT3 overexpression as staining in more than 5% of epithelial 
cells. High expression was defined as staining in more than 50% of epithelial cells.  23% of 
HP (95% CI: 10%-40%) present an overexpression of pY-STAT3, including 14% (95% CI: 
5%-30%) of moderate expression and 9% (95% CI: 2%-23%) of high expression (Table 3). In 
HP, mean percentage of pY-sTAT3 staining was not associated to the different classes of 
progastrin staining (p=	  0.297) and no correlation between these two factors was observed 
(p=	  0.5606). 
 These findings suggest that STAT3 activation occurs in dysplastic and/or more 





 In the present study, we observed for the first time a significant increase in the 
activation of the pro-oncogenic pathway, ERK,  in HP as compared to normal tissue (p=	  
0.0008). Mean percentage of p-ERK positive cells in HP (33%) was intermediate between 
that of normal mucosa (7%) and adenomas (51%). Interestingly, some HP presented a high 
expression (staining in more than 50% of epithelial cells) closer to adenoma than to normal 
mucosa. These results suggest that the ERK pathway might play a pro-tumoral role at the 
very early stage of colonic carcinogenesis and that a subset of HP might have a greater 
malignant potential. Indeed, several studies have suggested that the constitutive activation of 
the ERK pathway may lead to mammalian cells transformation (Brunet, Pages et al. 1994; 
Cowley, Paterson et al. 1994; Mansour, Matten et al. 1994) and constitutive ERK activation 
has been identified in several human cancers, including colorectal cancer (Hoshino, Chatani 
et al. 1999; Lee, Lee et al. 2004). 
In a previous paper, we demonstrated that the high expression in HP of the hormone 
precursor, progastrin, known to play an important role in colon carcinogenesis, predicts 
occurrence of colonic neoplasm after resection of HP. Here, we confirmed that a subset of 
HP present an overexpression of progastrin suggesting that these patients may be at higher 
risk to develop metachronous neoplasms.   
Interestingly, in the present study, 44% of HP overexpressed simultaneously p-ERK 
and progastrin. Expression of these two factors are concordant in 65% of the cases. 
Furthermore, we demonstrated a significant correlation between p-ERK and progastrin 
expression in HP (p=0.008). As ERK is also known to be activated in colon through 
progastrin independent signalling (such as EGFR activation, K-ras or B-raf constitutive 
mutations), unsurprisingly, 21 % of HP presented an increased activation of ERK without 
progastrin overexpression. 
Since p-STAT3 expression has been correlated with worsen prognostic in colorectal 
cancer (Kusaba, Nakayama et al. 2005; Kusaba, Nakayama et al. 2006) and that progastrin
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   is known to stimulate this signalling cascade, we also analysed the activation of this pathway 
in HP. 
In our study, STAT3 activation is weakly higher in HP compared to normal colon (not 
significant). However, 23% of HP overexpressed pY-STA3. We did not observed a significant 
correlation with progastrin expression and simultaneous overexpression of progastrin, p-ERK 
and pY-STAT3 has been observed only in 14% of HP 
We previously demonstrated an association between STAT3 activation and progastrin 
in vitro on tumor colonic cell lines treated with exogenous progastrin and in vivo, in 
transgenic mice overexpressing progastrin. These mice display a high level of circulating 
progastrin and it is established that numerous colonic cell lines present an autocrine loop 
leading to high endogenous expression of progastrin (Ferrand, Bertrand et al. 2005). 
Progastrin pY-STAT3 activation might required high level of progastrin expression, as found 
in adenomas or adenocarcinomas. Interestingly, in our sample, average percentage of 
progastrin staining in HP with pY-STAT3 overexpression tended to be higher, compared to 
HP without pY-STAT3 overexpression (42% vs 34%). This might explain why activation of 
this factor mainly occurs in more advanced lesions, such as adenomas where progastrin 
expression is higher.    
β-catenin and p-AKT pathways have also been described to be regulated by 
progastrin.  However, they are not upregulated in HP (Fogt, Brien et al. 2002; Roy, Olusola et 
al. 2002; Wu, Montgomery et al. 2008; Fu, Li et al. 2009). In our sample, β-catenin staining 
was membranar in all the cases and p-AKT expression in HP was not different from normal 
tissue (p=0.1479) (data not shown). 
  Following the description of sessile serrated adenomas by Torlakovic and the 
molecular characterisation of the serrated-MSI pathway, several studies have linked HP to 
the serrated pathway. However, the existence of an association between HP and classical 
neoplasms is also suggested by several studies and observations. Firstly, the existence of 
mixed polyps, in which HP and non serrated adenoma features coexist, suggest a continuum 
between HP and conventional adenomas (Iino, Jass et al. 1999). Secondly, patients with 
100
	  hyperplastic polyposis (newly recalled serrated polyposis) and who present multiple HP 
develop either sessile serrated adenomas or conventional adenomas (Boparai, Dekker et al. 
2011). Thirdly, HP have been associated to an increased risk of conventional adenomas 
(Croizet, Moreau et al. 1997; Imperiale, Wagner et al. 2000; Huang, Whelan et al. 2001). 
Finally, in our previous study, the metachronous adenomas that we observed in patients 
presenting an initial HP were all tubular or tubulo-villous adenomas and did not display 
histological feature of serrated adenoma nor carcinoma. However, considering the relative 
high HP prevalence, estimated at 10% (Imperiale, Wagner et al. 2000; Lieberman, Prindiville 
et al. 2003), it is clear that all HP will not evoluate towards carcinomas and identifying those 
at risk is required to propose an optimal follow up, regarding the patient benefit/risk balance 
of colonoscopy. Previously we demonstrated that progastrin expression may predict 
occurrence of metachronous adenomas with a 100% sensitivity and 66% specificity. 
Assessing additional biomarkers might reduce the number of false positive and improve the 
specificity of such a test. P-ERK might be of interest as this pro-oncogenic factor is 
overexpressed in some progastrin positive HP, and thus, HP overexpressing both p-ERK and 









Table 1. Clinical and histological features of hyperplastic polyps 
 Variables  Total   Progastrin staining in HP epithelial cells    
	  	   N=48 
No/Low 
expression   
 Moderate 
expression High expression      p-
value 
N=21 N=12 N=15 
Age, mean (sd) 65 y.o.(12) 61 y.o.(14) 68 y.o (10) 68 y.o (8) 0.2613 
         Median [min-max] 66 y.o. [30-89] 65 y.o. [30-80] 70 y.o. [51-89] 66 y.o. [53-79]   
Sex , % (95% CI)   	  	   	  	     0.019 
       Female  44% [29%-59%] 33% [15%-57%] 25% [5%-57%] 73% [45%-92%]   
       Male 56% [41%-71%] 67% [43%-85%] 75% [43%-95%] 27% [8%-55%]   
history of adenoma or 
adenocarcinoma , % (95% CI) 29% [17%-44%] 33% [15%-57%] 42% [15%-72%] 13% [2%-40%] 0.280a 
Synchronous Adenoma or 
adenocarcinoma, % (95% CI)  48% [33%-63%] 48% [26%-70%] 33% [10%-65%] 60% [32%-84%] 0.387 
Number of polyps, % (95% CI) 	  	     	  	     0.526a 
        <5 75% [60%-86%] 67% [43%-85%] 83% [52%-98%] 80% [52%-96%]   
        ≥5 25% [14%-40%] 33% [15%-57%]  17% [2%-48%] 20% [4%-48%]   
Localisation, % (95% CI)         0.154a 
        Proximal colon 27% [15%-42%] 19% [5%-42%]  17% [2%-48%] 47% [21%-73%]   
        Distal colon 73% [58%-85%] 81% [58%-95%] 83% [52%-98%] 53% [27%-79%]   
HP histologic features         0.784a 
Goblet-cell rich HP 83% [70%-93%] 81% [58%-95%] 92% [62%-100%] 80% [52%-96%]   
Microvesicular HP 17% [7%-30%] 19% [5%-42%] 8% [0%-38%] 20% [4%-48%]   
	  
Progastrin expression was recorded as No/low (<10%), moderate (10%-50%) or high over-expression (>=50) with the 
percentage of positive tumoral epithelial cells.  
Chi 2 tests (for categorical variables) and Kruskal-Wallis test (for continuous variables) were performed (if no other 
mention) to compare clinical and immune-histological features between progastrin expression groups. 
95%CI: Binomial exact 95- confidence interval was calculated for each percentage, if no other mention. 
Sd: standard deviation 











Table 2. Percentage of progastrine, p-ERK1/2 and pY-STAT3 staining in colon   
  
Normal colon HP 
Adenomas 
Trend test  
p-value Low grade High grade 
N=12 N=48* N=10 N=5 
Percentage of progastrin 
stained cells, mean (sd) 
3% (4) 31% (36) 87% (8) 85% (7) <0.0001 
Percentage of p-ERK 
stained cells, mean (sd) 
7% (6) 33% (30) 51% (29) 51% (29) <0.0001 
Percentage of pY-STAT3 
stained cells, mean (sd) 
1% (1.7) 10% (23) 38% (33) 31% (29) <0.0001 
	  
Progastrin, p-ERK and pY-STAT3 expression levels in HP are intermediate between normal colon and  
adenomas, as assessed by Cuzick test for trend across normal colon, HP Low-grade and High grade adenomas.  
*N=43 for p-ERK staining and N=35 for pY-STAT3 staining 





Table 3. Expression of progastrin, p-ERK1/2 and pY-STAT3 in hyperplastic polyps 
 Variables  Total   Progastrin staining in HP epithelial cells    
  N=48 
No/Low expression    Moderate expression High expression      p-
value 
N=21 N=12 N=15 
Percentage of p-ERK1/2 
stained cells, N mean (sd)    N=43    33% (30) N=18     27% (29)  N=12    23% (22) N=13     53% (29) 0.015 
Expression of of p-ERK1/2       0.0079 
No/low expression  35% [21%-51%] 50% [26%-74%] 42% [15%-72%] 8% [0%-36%]   
Moderate expression  37% [23%-53%] 33% [13%-59%] 42% [15%-72%] 38% [14%-68%]   
High expression  28% [15%-44%] 17% [4%-41%] 16% [2%-48%] 54% [25%-81%]   
Percentage of pY-STAT3 
stained cells, N mean (sd)    N=35     10% (23) N=15     11% (29) N=7        3% (7) N=13     12% (23) 0.297 
Expression of of pY-STAT3          0.3116 
No/low expression 77% [60%-90%] 80% [52%-96%] 86% [42%-100%] 69% [39%-91%]   
Moderate expression 14% [5%-30%] 7% [0%-32%] 14% [0%-58%] 23% [5%-54%]   
High expression 9% [2%-23%] 13% [2%-40%] 0% [0%-41%]**** 8% [0%-36%]   
 
Progastrin expression was recorded as No/low (<10%), moderate (10%-50%) or high over-expression (>=50) 
with the percentage of positive tumoral epithelial cells.  
P-ERK expression was recorded as No/low (<15%), moderate (15%-50%) or high over-expression (>=50) with 
the percentage of positive tumoral epithelial cells.  
PY-STAT3 expression was recorded as No/low (<5%), moderate (5%-50%) or high over-expression (>=50) with 
the percentage of positive tumoral epithelial cells.  
 
Spearman nonparametric correlation test was performed to compare trend across no/low, moderate and high 
expression of p-ERK or pY-STAT3 with progastrin expression groups, whereas Cuzick test for trend across ordered 
groups was used to test increase in mean percentage of p-ERK or pY-STAT3 stained cells across progastrin 
expression groups. 
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Figure 1.Expression of progastrin, p-ERK1/2 and pY-STAT3 in HP
(A-C) Expression of progastrin in hyperplastic polyps: Negative (A), (B) moderate and (C) high
expression. (D-F) Expression of p-ERK1/2 in hyperplastic polyps: Negative (D), (E) moderate
and (F) high expression. (G-I) Expression of pY-STAT3 in hyperplastic polyps: Negative (G),









Figure 2.Expression of progastrin, p-ERK1/2 and pY-STAT3 in normal colon and 
adenomas.
(A-C) Expression of progastrin: (A) Negative expression in normal colon, (B) High expression 
in low grade and (C) high grade adenomas. (D-F) Expression of p-ERK1/2: (D) Negative 
expression in normal colon, (E) High expression in low grade and (F) high grade adenomas. 
(G-I) Expression of pY-STAT3: (G) Negative expression in normal colon, (H) High expression 


























































































































Figure 3: Percentage of progastrin (A), p-
ERK (B), and pY-STAT3(C) positive cells
by IHC for normal colon, HP, low grade
dysplasia tubular adenoma (TA), high
grade dysplasia TA.
For each, factor, Wilcoxon tests were
performed to compare the percentage of
positive cells in the different tumours to the
percentage in normal colon. Ns: non
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Figure 4. Distribution of percentage of progastrin stained epithelial cells in HP.
Negative or low progastrin expression was determined using the 95th percentile of
percentage of stained cells in normal colonic tissue (<10%). Among HP
overexpressing the prohormone (≥10%), moderate expression (10%-50%) and high
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   La place des polypes hyperplasiques dans la carcinogénèse colique est encore mal 
élucidée. Bien que plusieurs études aient suggéré que ces lésions pouvaient posséder un 
potentiel malin, elles sont encore considérées comme bénignes. Ainsi, selon les 
recommandations nationales, un patient ayant présenté un polype hyperplasique ne reçoit 
aucune prise en charge  particulière. En d’autres termes, le risque de développer des lésions 
néoplasiques chez ces patients est considéré comme identique à celui de la population 
générale. En effet, les études ayant tenté d’associer un antécédent de polype hyperplasique à 
un risque augmenté de lésions néoplasiques coliques métachrones sont contradictoires (Rex, 
Cummings et al. 1996; Croizet, Moreau et al. 1997; Huang, Whelan et al. 2001). Ces 
différences de résultats peuvent s’expliquer en partie par l’hétérogénéité histologique mais 
aussi moléculaire de ces lésions. Par ailleurs, compte tenu de la prévalence estimée des 
polypes hyperplasiques, de l’ordre de 10% de la population générale occidentale, la majorité 
de ces lésions semblent évoluer lentement avant d’atteindre un stade suffisamment avancé 
pour être symptomatique ou modifier le pronostic vital des patients porteurs de polypes 
hyperplasiques typiques isolés. Ainsi, à l’heure actuelle, en termes de balance bénéfice/risque 
et de santé publique, le suivi coloscopique de ces patients semblent inapproprié, en l’absence 
de marqueur histo-clinique ou moléculaire prédictif associé à une évolution maligne.    
  
 Au cours de ce travail, une surexpression de la progastrine a été mise en évidence, 
pour la première fois, dans certains polypes hyperplasiques. Nous avons démontré que cette 
expression est associée à un risque augmenté de survenue d’adénomes métachrones de même 
localisation que le polype initial et à une réduction de la survie sans néoplasme. Parmi les 
lésions néoplasiques survenues au cours du suivi, aucune lésion festonnée n’a été observée, 
alors que certains auteurs suggèrent l’existence d’une séquence tumorale, polype 
hyperplasiqueàadénome festonné sessileàadénocarcinome festonné. Ce type de tumeurs 
étant plus rare, la taille de notre échantillon pourrait, en partie, expliquer ce résultat. Par 
ailleurs, l’association entre polype hyperplasique et adénome traditionnel a également été 
décrite (Croizet, Moreau et al. 1997; Imperiale, Wagner et al. 2000; Huang, Whelan et al. 
2001) et plusieurs éléments suggèrent que les polypes hyperplasiques pourraient être 
impliqués dans la voie de carcinogénèse traditionnelle. En effet, l’observation de polypes 
mixtes hyperplasiques et adénomateux suggère un continuum lésionnel entre les polypes  
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  hyperplasiques et les adénomes traditionnels (Iino, Jass et al. 1999). De plus, les patients 
présentant une polypose hyperplasique développent à la fois des adénomes festonnés et des 
adénomes traditionnels (Boparai, Dekker et al. 2011).  
 
 Dans la deuxième partie de ce travail, l’expression d’autres facteurs pro-oncogéniques, 
pY-STAT3 et p-ERK1/2, également impliqués dans la carcinogénèse colique a été mise en 
évidence dans certains polypes hyperplasiques. Ces facteurs sont régulés par la progastrine 
(Ferrand, Bertrand et al. 2005).  Dans notre échantillon de polypes hyperplasiques, 
l’expression de la progastrine et de p-ERK1/2 étaient corrélées. La distribution du 
pourcentage de cellules marquant ces différents facteurs était toutefois assez dispersée et 
étendue au sein de notre échantillon. Par ailleurs, ces lésions présentaient une expression des 
différents facteurs, intermédiaire entre le colon normal et les lésions néoplasiques. Ainsi, 
certains polypes hyperplasiques présentaient un profil proche du colon normal (sans ou avec 
une faible expression) et d’autres un profil plus comparable à celui des adénomes ou 
adénocarcinomes colorectaux. Ces résultats confirment l’hétérogénéité des polypes 
hyperplasiques d’un point de vue moléculaire. Il est intéressant de noter que ces différents 
profils d’expression ne se traduisaient pas par un phénotype histologique particulier 
(microvésiculaire ou riche en cellules caliciformes).    
 
 L’ensemble de nos résultats suggèrent qu’une sous-population de polypes 
hyperplasiques pourrait être des lésions prénéoplasiques impliquées également dans la voie de 
carcinogénèse classique. Jusqu’à présent, l’absence de marqueur histomorphologique ou 
moléculaire permettant d’identifier les HP à risque d’évolution maligne ne permettait pas 
d’envisager un suivi autre que clinique des patients porteurs de HP. Nous montrons ici que 
l’analyse d’expression de certains facteurs pro-oncogéniques, comme la progastrine et/ou p-
ERK1/2 pourraient aider à mieux identifier les polypes à risque d’évolution maligne et donc 
adapter le suivi des patients. 
 Ces résultats nécessitent, toutefois, une validation complémentaire. En effet, notre 
échantillon était relativement réduit. Afin d’avoir un suivi suffisant, d’une dizaine d’années, 
nous n’avons étudié que les polypes diagnostiqués en 2000 et 2001. Les patients 
diagnostiqués avant 2000 n’ont pas été inclus, d’une part en raison de la moindre robustesse 
de leur données cliniques (récupération des antécédents et du suivi, définition histologique des 
lésions différentes, en particulier, pas de distinction entre les adénomes sessiles festonnées et 
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  les polypes hyperplasiques) et des différences de fixateurs employés avant 2000 pouvant 
modifier le marquage des facteurs étudiés. 
D’autre part, afin d’éliminer les principaux facteurs de confusion, les patients présentant 
des antécédents personnels ou familiaux de tumeurs colorectales, des antécédents personnels 
de pathologies inflammatoires chroniques ou des lésions néoplasiques synchrones ont 
également été exclus. De plus, afin d’étudier la survenue d’événements néoplasiques après un 
polype hyperplasique initial, nous avons inclus dans notre étude uniquement les patients ayant 
fait l’objet d’un suivi coloscopique, les formes asymptomatiques de lésions tumorales pouvant 
induire un biais de classement. Ce dernier critère d’inclusion explique en grande partie le 
faible nombre de sujets inclus dans notre étude, compte tenu des recommandations actuelles 
qui ne conseillent pas de suivi des patients porteurs de polypes hyperplasiques typiques. De 
plus, afin de vérifier que notre échantillon restait représentatif de la population cible de 
l’étude, malgré l’exclusion des patients avec un suivi clinique simple, nous avons comparé les 
données cliniques et immunohistologiques des patients exclus à notre échantillon d’étude. 
Aucune différence significative entre les deux groupes n’a été mise en évidence. Ce critère 
d’inclusion n’aurait donc pas induit de biais de sélection. 
 Au total, seuls 10% des polypes hyperplasiques diagnostiqués dans le service d’anatomo-
pathologie de Rangueil ont été inclus après lecture des dossiers médicaux des patients. Malgré 
cet échantillon réduit, mais a priori non biaisé, une association significative entre l’expression 
de la progastrine dans les polypes hyperplasiques et la survenue de lésions néoplasiques a pu 
être mise en évidence. Une étude à plus grande échelle et multicentrique (en raison du faible 
nombre de patients recevant un suivi coloscopique, non recommandé) permettrait de 
confirmer ces résultats et d’estimer de façon plus précise la force de cette association (avec 
des intervalles de confiances plus réduit).  
Dans notre éude, nous avons observé 41% d’adénomes tubulo-villeux au cours du suivi 
des patients porteurs de polypes hyperplasiques. Cependant, aucun adénocarcinome colorectal 
n’a été détecté chez ces patients. Cela peut s’expliquer par leur suivi coloscopique ayant 
permis la détection et l’exérèse précoce des adenomes. En effet, il a été démontré que la prise 
en charge précoce de ces lésions prénéoplasiques permettait de réduire le risque de développer 
un cancer colorectal (Muller and Sonnenberg 1995; Citarda, Tomaselli et al. 2001).   
Notre étude était basée sur une cohorte historique de patients. Bien que l’analyse des 
données soit longitudinale, leur recueil était rétrospectif et pose les problèmes liés à ce genre 
de schéma d’étude (données manquantes, fiabilité des données recueillies pouvant induire de 
multiple biais). Nos résultats donnent cependant des éléments permettant d’envisager une 
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  étude prospective, à niveau de preuve plus élevé mais imposant un suivi coloscopique non 
recommandé à l’heure actuelle. Ainsi, en identifiant un sous groupe plus à risque (polypes 
hyperplasiques surexprimant la progastine) notre travail permet de réévaluer la balance 
bénéfice/risque liée à ce suivi invasif et de proposer une étude, qui deviendrait éthiquement 
envisageable. Une telle étude permettrait de valider l’utilisation de la progastrine comme 
marqueur prédictif d’évolution néoplasique des polypes hyperplasiques. 
 Une autre perspective à ce travail serait de mettre en relation l’expression de la 
progastrine et des ERKs 1/2 au profil KRAS et BRAF des polypes hyperplasiques afin de 
mieux comprendre la corrélation observée entre ces deux facteurs. Des mutations sur ces 2 
gènes codant pour des kinases en amont de la voie ERKs sont fréquentes dans les polypes 
hyperplasiques. Cependant, aucune étude n’a relié la présence de ces mutations à une 
activation des ERKs dans les polypes hyperplasiques. De plus, les souris transgéniques KRAS 
mutées présentent des phénotypes variables en fonction de la mutation, et des terrains 
génétiques, allant de l’absence de survenue de lésions néoplasiques sans activation des ERKs 
à la survenue d’adénomes ou d’adénocarcinomes colorectaux avec activation des ERKs (Kim, 
Roth et al. 1993; Coopersmith, Chandrasekaran et al. 1997; Janssen, el-Marjou et al. 2002; 
Guerra, Mijimolle et al. 2003; Tuveson, Shaw et al. 2004; Sansom, Meniel et al. 2006; Haigis, 
Kendall et al. 2008).  Ainsi, les conséquences d’une mutation de KRAS pourraient être 
modulées par des signaux extracellulaires et l’activation d’autres voies. Les interactions entre 
les différentes voies de signalisation sont rarement linéaires et unidirectionnelles, ainsi alors 
que la progastrine est connue pour activer les ERKs (Ferrand, Bertrand et al. 2005; Umar, 
Sarkar et al. 2008), il a également été montré que Kras pouvait réguler l’expression du gène 
de la progastrine par une voie ERK dépendante (Nakata, Wang et al. 1998). L’interprétation 
de la corrélation observée entre progastrine et p-ERK1/2 dans les polypes hyperplasiques 
nécessiterait la caractérisation de leur profil KRAS et BRAF. Dans une vision plus large, 
déterminer le rôle de la progastrine dans la voie RAS/RAF /MER//ERKs serait également 
particulièrement intéressante, dans le cadre des thérapies anti-EGFR. En effet, tout comme la 
présence de mutation KRAS ou BRAF constitutive a été associée à une efficacité moindre de 
cette thérapeutique, une activation des effecteurs de cette voie, en aval de Ras/Raf pourraient 
également modifier ses effets antitumoraux.  
 
 En conclusion, en l’absence de modèles expérimentaux disponibles, la détermination 
de la place des polypes hyperplasiques dans les différentes voies moléculaires de la 
carcinogenèse colique repose sur des études sur tissus humains permettant seulement 
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  d’étudier des associations statistiques indirectes. Ainsi, l’hypothèse de l’existence d’une sous-
population de polypes hyperplasiques à risque d’évolution maligne ne pourra être confirmée 
que par un faisceau d’arguments, auquel les résultats de ce travail participent. Par ailleurs sur 
la base du test prédictif reposant sur la progastrine et l’âge, il permet de proposer aux patients 
porteurs de ces lésions, un suivi optimal prenant en compte leur risque de développer des 
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A gastrin precursor, gastrin-gly, upregulates VEGF expression
in colonic epithelial cells through an HIF-1-independent
mechanism
Claudine Bertrand1, Aline Kowalski-Chauvel1, Catherine Do1, Ce´cile Re´sa1, Souad Najib1, Laurence Daulhac2,
Timothy C. Wang3, Audrey Ferrand1 and Catherine Seva1
1 Cancer Department, INSERM U.858, (I2MR) Institute of Molecular Medicine, Toulouse Cedex 4, France
2 Laboratoire de Pharmacologie, INSERM U.766, Universite´ Clermont 1, Faculte´ de Pharmacie, Clermont-Ferrand, France
3 Department of Medicine, Memorial Sloan-Kettering Cancer Center, New York, NY
One of the major angiogenic factor released by tumor cells is VEGF. Its high expression is correlated with poor prognosis in
colorectal tumors. In colon cancer, gastrin gene expression is also upregulated. In these tumors, gastrin precursors are mainly
produced and act as growth factors. Recently, a study has also shown that the gastrin precursor, G-gly induced in vitro
tubules formation by vascular endothelial cells suggesting a potential proangiogenic role. Here, we demonstrate that
stimulation of human colorectal cancer cell lines with G-gly increases the expression of the proangiogenic factor VEGF at the
mRNA and protein levels. In addition, blocking the progastrin autocrine loop leads to a downregulation of VEGF. Although HIF-
1 is a major transcriptional activator for VEGF our results suggest an alternative mechanism for VEGF regulation in normoxic
conditions, independent of HIF-1 that involves the PI3K/AKT pathway. Indeed we show that G-gly does not lead to HIF-1
accumulation in colon cancer cells. Moreover, we found that G-gly activates the PI3K/AKT pathway and inhibition of this
pathway reverses the effects of G-gly observed on VEGF mRNA and protein levels. In correlation with these results, we
observed in vivo, on colon tissue sections from transgenic mice overexpressing G-gly, an increase in VEGF expression in
absence of HIF-1 accumulation. In conclusion, our study demonstrates that gastrin precursors, known to promote colon
epithelial cells proliferation and survival can also contribute to the angiogenesis process by stimulating the expression of the
proangiogenic factor VEGF via the PI3K pathway and independently of hypoxia conditions.
Angiogenesis is essential for tumor growth and metastasis. It is
initiated by tumor cells releasing angiogenic factors that
induce growth of new blood vessels. Indeed recruitment of
new blood vessels by the tumor provides nutrients and oxygen
and facilitates dissemination of cancer cells that will give rise
to metastasis. This complex process involves basement mem-
brane degradation, endothelial cell migration, proliferation
and tubule formation. One of the major angiogenic factor
released by tumor cell is VEGF. Its high expression levels have
been correlated with poor prognosis in colorectal tumors.1
Colorectal cancer (CRC) remains the second most common
cause of cancer-related death worldwide. Once metastasis has
occurred in CRC, a complete cure of the cancer is unlikely. In
patients with advanced colon cancer, wherein the tumor has
penetrated beyond the bowel wall and there is evidence of me-
tastasis to distant organs, the 5-year survival rate is less than
10%. As a consequence, it is important to identify the factors
involved in the development, the survival but also the spreading
of colon cancer cells toward the body through the blood vessels.
The hormone gastrin (Gamide) is known as a potent stimu-
lant of gastric acid secretion.2 In gastrointestinal cancers and
more particularly in colon cancer, gastrin gene expression is
upregulated. Indeed this gene is a target of oncogenic path-
ways frequently activated in these cancers such as APC/beta-
catenin or Ras pathways.3–5 However, in these tumors, gastrin
is incompletely maturated and gastrin precursors, such as
G-gly, are mainly produced. High concentrations of gastrin
precursors, including G-Gly, have been observed in colon
tumors and in blood of patients with colorectal cancer. These
precursors represent 90 to 100% of the gastrin peptides pro-
duced by colon tumor while they are absent from healthy
tissue.6 Interestingly, the resection of the colorectal tumor
induces a decrease in the concentration of the precursors in
the blood suggesting that the tumor is the source of the pep-
tides. In addition, clinical studies have reported that hypergas-
trimia is associated with an increased risk of colorectal cancer.
G-gly has been reported to promote the proliferation of
human gastrointestinal tumor cells.7–10 The trophic effects of
Key words: colon cancer, gastrin, intracellular signaling, VEGF
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Colorectal cancer is one of the most frequent cancers
worldwide. As the tumor-node-metastasis (TNM) staging
classification does not allow to predict the survival of
patients in many cases, additional prognostic factors are
needed to better forecast their outcome. Genes involved in
DNA replication may represent an underexplored source
of such prognostic markers. Indeed, accidents during
DNA replication can trigger ‘replicative stress’, one of the
main features of cancer from earlier stages onward. In this
study, we assessed the expression of 47 ‘DNA replication’
genes in primary tumors and adjacent normal tissues from
a homogeneous series of 74 patients. We found that genes
coding for translesional (TLS) DNA polymerases, initia-
tion of DNA replication, S-phase signaling and protection
of replication forks were significantly deregulated in
tumors. We also observed that the overexpression of
either the MCM7 helicase or the TLS DNA polymerase
POLQ (if also associated with a concomitant over-
expression of firing genes) was significantly related to
poor patient survival. Our data suggest the existence of a
‘DNA replication signature’ that might represent a source
of new prognostic markers. Such a signature could help in
understanding the molecular mechanisms underlying
tumor progression in colorectal cancer patients.
Oncogene (2010) 29, 876–887; doi:10.1038/onc.2009.378;
published online 9 November 2009
Keywords: DNA replication; S-phase checkpoint; color-
ectal cancer; genetic instability; prognosis markers
Introduction
DNA replication in normal cells is regulated by an
‘origin licensing’ mechanism that ensures that it occurs
just once per cycle. Once cells enter the S-phase, the
stability of DNA replication forks must be preserved to
avoid susceptibility to DNA lesions or non-B DNA
conformation. The requirement of faithful genome
duplication in dividing cells makes DNA replication
an important factor in cancer by limiting cancer risk
through preservation of genome integrity (Kunkel, 2003;
Hanawalt, 2007). Owing to this cardinal importance of
DNA replication in cancer, many anticancer drugs
target various aspects of DNA replication.
The key role of DNA replication in tumor prolifera-
tion is illustrated by many observations. Indeed, here-
ditary forms of colon, breast, ovary and skin cancers can
be caused by mutations in DNA replication genes, such
as translesion synthesis (for example, POLH), intra-
S-phase signaling (for example, BRCA1/2) or mismatch
repair genes (for example, hMLH1) (Sancar, 1994;
Marra and Boland, 1995; Bertwistle and Ashworth,
1998; Masutani et al., 1999). In somatic cancers, such
early mutations probably become ‘diluted’ during the
progression of the disease, making the relationship less
obvious. However, many studies show that an alteration
of genes involved in genome replication or supervision
promotes or favors ‘acquired’ cancers (for reviews, see
Kunkel, 2003; Mitchell et al., 2003). In mice, perturba-
tion of the catalytic activity of the replicative DNA
polymerase d increases genomic instability and accel-
erates tumorigenesis (Venkatesan et al., 2007). In addi-
tion, mouse fibroblasts expressing variable levels of
MCM proteins, which are involved in DNA replication
firing, or of the MCM loader Cdt1 show numerous
chromosomal abnormalities and form tumors in nude
mice (Arentson et al., 2002; Honeycutt et al., 2006).
Colorectal cancer is one of the most frequent cancers
worldwide, with genetic instability having a driving role
in this neoplasia. To clarify the importance of DNA
replication in colorectal adenocarcinomas, we analysed
the variation of expression of 47 DNA replication genes
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A B S T R A C T
Purpose
Anaplastic lymphoma kinase (ALK) –positive diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) is a rare
variant of DLBCL that has been described only in small case reports. To shed more light on the
clinical and pathologic features and outcome of these tumors, we reviewed data from 38 patients.
Patients and Methods
We retrospectively analyzed 38 patients with ALK-positive DLBCL treated with cyclophospha-
mide, doxorubicin, vincristine, prednisone (CHOP) or CHOP-like regimens from different institu-
tions to better define the presenting features, clinical course, and response to treatment.
Results
The histologic findings in all patients were similar. All patients expressed ALK fusion proteins, but
virtually all were CD30 and CD20 negative. The median age was 43 years with a 5:1 ratio of males
to females. Most patients (60%) followed an aggressive clinical course with advanced stage at
diagnosis, frequent marrow infiltration, and poor outcome. Overall survival was 20.3 months (95%
CI, 12.2 to 42.6 months). Of note, the median survival was only 12.2 months (95% CI, 9.1 to 32.5
months) in patients with advanced-stage disease.
Conclusion
ALK-positive DLBCLs display clinicopathologic features that distinguish them from common
DLBCL. Conventional therapy, as used for typical DLBCL, is of limited efficacy. Recognition of this
new entity and the characteristic lack of CD20 expression are paramount. Novel front-line
intensive chemotherapy regimens should be evaluated in this group of patients.
J Clin Oncol 27:4211-4216. © 2009 by American Society of Clinical Oncology
INTRODUCTION
In 1997 we described a distinct type of diffuse large
B-cell lymphoma (DLBCL) expressing the anaplas-
tic lymphoma kinase (ALK) protein which, at that
time, was thought to be restricted to T-null anaplas-
tic large-cell lymphoma (ALCL) associated with t(2;
5)(p23;q35) and variants.1-3 Characteristically, this
lymphoma showed a sinusoidal growth pattern
and was composed of a monomorphic population
of large immunoblast-like cells sometimes with plas-
mablastic features. This tumor superficially resem-
bled ALCL but lacked expression of the CD30
antigen. Similar to ALCL, tumor cells expressed the
epithelial membrane antigen (EMA) did not express
mature B-cell antigens; cells did contain single light-
chain cytoplasmic immunoglobulin A (IgA) and
were also positive for plasma cell antigens such as
CD138. Interestingly, lymphoma cells were strongly
positive for ALK protein with a restricted cytoplas-
mic staining pattern. In 2003, Gascoyne et al4 and De
Paepe et al5 reported six and three patients, respec-
tively, who had ALK-positive DLBCL with similar
morphologic features and a restricted granular cyto-
plasmic ALK staining pattern. These reports clearly
demonstrated that ALK-positive DLBCL harbors
t(2;17)(p23;q23) fusing the clathrin heavy-chain
gene (CLTC) at chromosome 17q23 to theALKgene
at chromosome 2p23, creating a fusion geneCLTC-
ALK. Onciu et al6 and Adam et al7 reported, re-
spectively, two patient cases and one patient case
of ALK-positive DLBCL associated with t(2;5)(p23;
q35) and expressing the NPM-ALK fusion protein
as seen in T-null ALCL.
On the basis of the small number of reported
patient cases, most associated with CLTC-ALK
gene rearrangement,8-13 ALK-positive DLBCL
appears to be an infrequent lymphoma subgroup
with less than 40 total patient cases reported to
date. In this study, we reviewed 38 patient cases from
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Les polypes hyperplasiques (PH) constituent les lésions colorectales les plus fréquentes. Ces 
lésions ont pendant longtemps été considérées comme des lésions sans potentiel malin et le suivi 
coloscopique des patients ayant développé des PH n’est pas recommandé. Récemment, plusieurs 
études suggèrent qu’une partie de ces polypes pourrait constituer des précurseurs de certains 
cancers colorectaux sporadiques. Cependant, aucun biomarqueur permettant de détecter les PH à 
risque d’évolution maligne n’a pu être identifié. La progastrine est une prohormone impliquée 
dans la carcinogénèse colique. Dans un premier temps, nous avons étudié l’expression de la 
progastrine dans des PH provenant de 74 patients sans antécédent de pathologie colorectale et 
avons mis en évidence une surexpression de la prohormone dans 40%  des cas. Dans un sous-
échantillon composé de 39 patients  pour lesquels un suivi coloscopique avait été réalisé, 41% des 
patients ayant présenté un PH ont développé des polypes adénomateux métachrones. Nous avons 
pu montrer une association significative entre l’expression de la progastrine et  la survie sans 
néoplasme (p=0.001). En effet, la survie sans néoplasme à 5 ans était de 38% chez les patients 
présentant une forte surexpression de progastrine alors qu’elle était de 100% chez les patients 
avec une faible expression. Par ailleurs, nous avons démontré qu’un test prédictif composite basé 
sur le marquage de la progastrine et l’âge des patients permettraient de prédire la survenue d’un 
événement néoplasique métachrone chez les patients ayant développé un PH avec une sensibilité 
de 100% (Intervalle de confiance à 95% : 79%-100%) et une spécificité de 74% (51%-90%).   
La progastrine peut activer plusieurs voies pro-oncogéniques dans les cancers colorectaux. 
Certaines d'entre elles, en particulier les voies JAK/STAT ou ERK n’ont pas encore été explorées 
dans les polypes hyperplasiques. Afin de mieux caractériser les polypes exprimant la progastrine, 
nous avons, dans un second temps, étudié l’activation de STAT3 et ERK dans un deuxième 
échantillon de 49 polypes hyperplasiques. Le pourcentage de cellules marquées par des anticorps 
spécifiques anti-progastrine, anti-phospho-STAT3 et anti-phospho-ERK étaient en moyenne de 
31% (écart-type : 35), 10% (23) et 34% (30%), respectivement et étaient significativement 
augmentée dans les PH par rapport aux  tissus normaux contrôles pour la progastrine et P-ERK 
(p=0,0008 et 0.0003). De plus, l’augmentation progressive de l’expression de ces deux marqueurs 
entre le tissu normal, les PH, les adénomes de dysplasie légère, modérée et sévère  étaient 
significative (p<0.0001 pour la progastrine et p=0.001 pour P-ERK) et suggèrent une activation de 
ces deux facteurs dans les PH intermédiaire entre le colon normal et les adénomes. Nous avons 
également montré, dans ces lésions, que l’expression de la progastrine était corrélée à celle de P-
ERK (p=0,0184). L’ensemble de ces résultats suggèrent que la progastrine pourrait être associée à 
un sous-type de PH à risque d’évolution maligne et permettre de l’identifier. 
